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A B R É V I A T I O N S  
3MH  3-Mercaptohexan-1-ol 
3MHAl  3-Mercaptohexanal 
4MMP  4-Mercapto-4-méthylpentan-2-one 
ACN  Acétonitrile 
BOP  (Benzotriazol-1-yloxy)tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphate 
BSTFA  N,O-Bis(triméthylsilyl)trifluoroacetamide 
DCM  Dichlorométhane 
DIEA  N,N-Diisopropyléthylamine 
DMF  Diméthylformamide 
DMS  Diméthylsulfure 
DTE  Dithioérythritol   
FA  Fermentation alcoolique 
FML  Fermentation malolactique 
GC  Gas Chromatography - Chromatographie en phase gazeuse 
HFBA  Anhydride heptafluorobutyrique 
HPLC  High-Performance Liquid Chromatography - Chromatographie en phase liquide 
   haute résolution 
MS  Mass Spectrometry - Spectrométrie de masse 
MTBSTFA N-(tert-Butyldiméthylsilyl)-N-méthyltrifluoroacétamide 
PFOH  Pentafluoropentanol 
SMM  S-Méthylméthionine 
TA  Température ambiante 
TBDMCM tert-Butyldiméthylchlorosilane 
TDN  1,1,6-Triméthyl-1,2-dihydronaphthalène 
TES  Triéthylsilane 
TFA  Acide trifluoroacétique 
TIS  Triisopropylsilane 
TMCS  Triméthylchlorosilane 
TPB  (E)-1-(2,3,6-Triméthylphenyl)buta-1,3-diène 
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C O N T E X T E  D U  S U J E T   
 
 
 
 Cette partie introductive s’articule en quatre sections. La première présente deux 
approches descriptives de l’arôme du vin alors que la deuxième partie est dédiée à une 
présentation générale des précurseurs spécifiques à l’arôme variétal. La troisième se focalise sur 
les thiols volatils et les mécanismes de leur libération à partir des précurseurs, qui constituent le 
sujet central de la thèse, en élargissant le champ à d’autres boissons que le vin. Enfin, la dernière 
section tente de dresser un bilan quantitatif de l’origine des thiols dans les vins, et expose la 
problématique de la thèse qui en découle, ainsi que l’organisation de la recherche effectuée au 
cours de ces trois années. 
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1 .  L e s  a r ô m e s  d u  v i n  
 
1.1. Généralités 
 
 Les arômes sont des composés volatils perceptibles olfactivement par voie directe (ortho-
olfaction) et indirecte (rétro-olfaction). L’ensemble des sensations olfactives que procure un vin 
tout au long de la dégustation (le bouquet) résulte de la composition aromatique du vin. Elle est 
dépendante du cépage, du terroir, des pratiques culturales et œnologiques (Antonelli, et al., 1999; 
Styger, et al., 2011). Une multitude d’interactions chimiques ainsi que des facteurs physiques 
(température, viscosité du mélange) jouent des rôles essentiels sur la qualité sensorielle du vin 
et sa perception. D’autres paramètres propres à chaque individu influencent cette sensation 
aromatique, comme l’alimentation, l’état physiologique, l’altération de l’odorat (anosmie) ou 
l’exposition aux polluants de l’air (Halpern, 1982). D’un point de vue cognitif, plusieurs études ont 
montré l’impact de la couleur du vin sur la perception olfactive d’un individu (Morrot, et al., 2001; 
Österbauer, et al., 2005). En somme, la perception aromatique d’un vin varie en fonction de 
facteurs physico-chimiques, dépendant du dégustateur et de biais cognitifs. 
 
 
1.2. Approche technologique de la classif ication des arômes  
 
 Les composés d’arôme sont synthétisés ou biosynthétisés dans le raisin, pendant le 
processus de vinification et/ou durant l’élevage et le vieillissement des vins. Ainsi, de manière 
habituelle, ils sont classifiés selon une approche technologique comme suit (Drawert, 1974) : 
- les arômes variétaux : ils sont présents dans les baies de raisin sous deux formes : soit 
libres, ils sont alors volatils et directement odorants, soit sous forme de précurseurs, non 
volatils et donc inodores. Dans ce dernier cas, les précurseurs peuvent libérer des 
composés d’arôme volatils au cours du processus de vinification (Bayonove, 1998) ; 
- les arômes pré-fermentaires : ils sont formés au cours de processus intervenant de la 
vendange jusqu’au début de la fermentation alcoolique (FA) essentiellement par l’action 
de réactions enzymatiques qui se produisent dès que l’intégrité de la baie est rompue ; 
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- les arômes fermentaires : il s’agit de métabolites secondaires produits par les 
microorganismes (levures ou bactéries lactiques) impliqués dans la FA et la fermentation 
malolactique (FML).  Certains de ces composés sont responsables des notes fruitées et 
des caractères vineux (ester éthyliques, alcools supérieurs ou les acides gras par 
exemple) du vin. D’autres sont associés à des défauts olfactifs comme les notes de 
réduction (H2S, méthanethiol ou éthanethiol par exemple) ;  
- les arômes de vieillissement : ils sont produits pendant le vieillissement du vin lors de 
transformations chimiques ou biochimiques de composés odorants et de précurseurs 
d’arômes présents dans les vins jeunes. Ils sont responsables de la complexité 
aromatique des vins de garde. 
 
 Cette première approche descriptive de l’arôme du vin a l’avantage de considérer les 
arômes en fonction de leur étape d’apparition tout au long de l’élaboration du vin. Cependant, elle 
ne tient pas compte des effets synergiques qui existent entre les différents composés du vin.  
 
 
1.3. Approche systémique de la classif ication des arômes  
 
 Plus récemment, Ferreira et al. ont proposé une approche systémique de l’étude de 
l’arôme du vin (Ferreira, et al., 2007). Cette approche a l’avantage d’être plus proche de la réalité 
olfactive lors de la dégustation d’un vin. Elle ne porte pas tant sur la structure et l’origine des 
composés considérés, mais sur la façon dont ils interagissent entre eux et avec d’autres 
composés de la matrice pour générer l’arôme perçu.  Ainsi, cette approche distingue trois 
composantes :  
- le tampon aromatique ; 
- les composés odorants à contribution positive ; 
- les exhausteurs ou les masques de l’arôme. 
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1.3.1. Le tampon aromatique  
 
 Le tampon aromatique est composé d’une trentaine de molécules appartenant à la famille 
des alcools (dont l’éthanol), des acides, des esters et des carbonyles, et issues de la FA (Ferreira, 
et al., 2007). Ils permettent d’atténuer l’effet de l’addition ou de l’élimination d’une molécule 
odorante sur l’odeur d’un vin. Parmi eux, l’éthanol est le composé le plus abondant, qui influence 
aussi la solubilité et la volatilité des arômes (Aznar, et al., 2004; Da Porto, et al., 2002; Fischer, 
et al., 1996).  
L’odeur caractéristique de ce tampon a été qualifiée de vineuse : légèrement fruitée, piquante et 
alcoolisée (Ferreira, et al., 2007).   
 
1.3.2. Les composés odorants à contribution positive  
 
 Le tampon aromatique précédemment décrit peut être rompu par la présence de certaines 
molécules odorantes, permettant au vin d’acquérir des notes aromatiques plus spécifiques et 
diversifiées. L’impact de ces composés dépend de leur concentration, de leur seuil de perception 
et de leur environnement chimique. Ils peuvent être classés selon leur contribution dans le 
vin (Ferreira, et al., 2007) : 
- les composés d’impact : ils sont capables, individuellement, de transmettre 
efficacement une ou plusieurs notes aromatiques à un vin. Ils sont aussi appelés 
composés clés ; 
- les contributeurs majoritaires ou familles d’arômes : elles se composent d’arômes 
ayant des structures similaires. Les composés d’une même famille peuvent contribuer, 
ensemble, à une note importante de l’arôme du vin, même s’ils n’ont pas d’effet 
individuellement ; 
- les contributeurs minoritaires : Ils appartiennent à des familles structurales différentes, 
mais  présentent des effets synergiques. En l’absence de composés appartenant à l’une 
des deux catégories précédentes, ils peuvent participer au développement de certaines 
caractéristiques génériques sensorielles (florale, fruité…). 
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Les composés d’impact 
 
 Dans la littérature, 17 composés ont été décrits comme composés d’impact (Tableau 1). 
Ils sont chacun responsables d’une ou de plusieurs notes aromatiques (Ferreira, et al., 2007). 
 
Tableau 1 | Composés d’impact identifié dans les vins Vitis vinifera. 
Composé d'impact Contribution aromatique Origine 
(E)-whiskylactonea boisé bois (élevage) 
3-mercaptohexan-1-ol (3MH)b pamplemousse raisin (variétale non libre) 
3-mercaptohexanal (3MHA)c fruit de la passion raisin (variétale non libre) 
4-mercapto-4-méthylpentan-2-one 
(4MMP)d 
buis, cassis raisin (variétale non libre) 
acétate d'isoamylee banane FA 
benzylmethanethiolf toasté, fumé évolution réductrice 
diacétylg beurré FA 
DMSh soufré, fruité, truffe FA ou raisin (variétale non libre) 
FFTi café, fumé évolution réductrice, FA 
linalolj floral, agrumes raisin (variétale libre et liée) 
l'oxyde de cis-Rosek floral raisin (variétale libre) 
méthionall rôle ambigu évolution oxydative 
phénylacétaldéhydem rose fanée, miel évolution oxydative 
rotundonen épicé raisin (variétale libre) 
sotolono fenugrec, caramel évolution oxydative 
β-damascénonep compote de pomme, floral, miel précurseurs glycosidiques 
β-iononeq violette précurseurs glycosidiques 
Références : a(Boidron, et al., 1988; Pollnitz, et al., 2000) ; b(Bouchilloux, et al., 1998; Tominaga, et al., 2000) ; c(Tominaga, et al., 1996) ; 
d(Darriet, et al., 1995) ; e(Ferreira, et al., 2000; Murat, et al., 2001c; Van Wyk, et al., 1979) ; f(Tominaga, et al., 2003a, 2003b) ; (Bartowsky, 
et al., 2002; Fornachon, et al., 1965; Martineau, et al., 1995) ; h(Escudero, et al., 2007; Marais, 1979; S.K. Park, et al., 1994; Petka, et al., 
2003; M. A. Ségurel, et al., 2004) ; i(Blanchard, et al., 2001) ; j(Arrhenius, et al., 1996; Cordonnier, et al., 1974; Lee, et al., 2003; P. Ribéreau-
Gayon, et al., 1975) ; k(Guth, 1997) ; l(Escudero, et al., 2000b; Ferreira, et al., 2005) ; m(Culleré, et al., 2007; A. C. S. Ferreira, et al., 2002) ; 
n(Wood, et al., 2008) ; o(Escudero, et al., 2000a; Masuda, et al., 1984) ; p,q(Murat, et al., 2001c). 
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Tableau 2 | Familles d’arômes à contribution majoritaire dans les vins Vitis vinifera (adapté de Ferreira et al., 
2007 (Ferreira, et al., 2007)). 
Famille d'arômes Molécules homologues 
esters éthyliques d'acides gras butyrate, héxanoate, octanoate et décanoate d'éthyle 
acétates d'alcools supérieurs acétate d'isoamyle, d'isobutyle, d'hexyle et de phényléthyle 
esters éthyliques d'acides ramifiés 
esters éthyliques des acide isobutyrique, 2-méthylbutyrique, 
isovalérique, 4-méthylpentanoïque et cyclohexanoïque 
-lactones -octa, -nona, -deca, -undeca, -dodécalactone 
Isoaldéhydes isobutyraldéhyde, 2-méthylpetanal, isovaléraldéhyde 
aldéhydes aliphatiques octanal, ,octanal, décanal 
famille de la vanilline* 
vanilline, vanillate d’éthyle, vanillate de méthyle, acétovanillone, 
syringaldéhyde 
famille de sucre caramélisé* furanéol, maltol, homofuranéol, sotolon 
phénols volatils* 
guaiacol, eugénol, isoeugénol, 2,6-diméthoxyphénol,  
4-allyl-2 ,6-diméthoxyphénol 
cinnamate d’éthyle et dihydrocinnamate* -  
* Familles mixtes dans lesquelles les structures chimiques présentent des similitudes, mais ne sont pas homologues. 
 
Les contributeurs majoritaires ou familles d’arôme 
 
 Les familles d’arômes sont décrites comme des groupes de molécules homologues, ou 
présentant des structures chimiques similaires (Tableau 2). Dans la majorité des cas, ces 
molécules ne dépassent pas individuellement leur seuil de perception dans les vins. En revanche, 
la synergie de plusieurs molécules d’un même groupe permet de percevoir la note aromatique 
formée, agissant ainsi comme contributeurs majoritaires (Ferreira, et al., 2007). 
 
Les contributeurs minoritaires 
 
 Dans certains vins, aucun des composés précédemment définis ne possèdent une 
concentration suffisante pour impacter l’arôme. Dans ce cas, l’odeur du vin peut être due à la 
synergie de plusieurs composés de familles différentes qualifiés de contributeurs minoritaires. 
Par exemple dans certains vins blancs, les notes florales sont attribuées à l’action d’une vingtaine 
de molécules en concentration faible appartenant à la famille des terpènes, des -lactones, des 
norisoprénoïdes et de la vanilline (Escudero, et al., 2004). 
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1.3.3. Les exhausteurs et les masques de l’arôme  
 
 Le phénomène exhausteur de l’arôme n’est pas bien documenté dans la littérature. Un 
exhausteur d’arôme est une molécule qui augmente l’intensité aromatique d’un mélange. 
Escudero et al. ont notamment observé une augmentation de l’intensité aromatique des notes 
fruitées, produite par la β-damascénone, le furanéol, l’homofuranéol et le DMS (Escudero, et al., 
2007; Marie Ségurel, 2005). 
 
 Enfin, certains composés peuvent masquer la typicité aromatique d’un vin. Par exemple, 
le 4-éthylphénol, à faible concentration, peut provoquer une diminution significative des notes 
fruitées, voire une perte aromatique totale (Pascal Ribéreau-Gayon, et al., 2017).  
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2 .  L e s  p r é c u r s e u r s  d e  l ’ a r ô m e  v a r i é t a l  
 
 Parmi les composés responsables de l’arôme, certains proviennent du raisin, et sont 
caractéristiques de la variété et de son expression (conditions pédoclimatiques par exemple). Ils 
sont ainsi qualifiés d’arômes variétaux, bien que chaque cépage ne possède pas des composés 
volatils spécifiques. Comme expliqué dans le sous-chapitre précédent, ces arômes peuvent être 
sous forme libre ou sous forme de précurseurs. Ces derniers sont des composés non volatils et 
donc inodores. Ils peuvent subir des réactions chimiques et/ou enzymatiques, générant des 
composés odorants. Quatre groupes de précurseurs spécifiques à l’arôme variétal représentant 
les plus impactant pour l’arôme des futurs vins seront abordés ici : 
- les caroténoïdes ; 
- les précurseurs glycosidiques ; 
- les précurseurs du DMS ; 
- les précurseurs de thiols.  
Ce dernier groupe fait l’objet d’une revue scientifique présentée dans la partie 3. 
 
 
2.1. Les caroténoïdes  
 
 Les caroténoïdes sont des tétraterpènes (C40) qui rassemblent les familles des carotènes 
et des xanthophylles (Britton, 1982, 1995; Demmig-Adams, et al., 1996; Goodwin, 1980; 
Moneger, 1968). Le -carotène et la lutéine sont retrouvés majoritairement dans le raisin et 
représentent près de 85 % de la concentration totale en caroténoïdes (Marais, et al., 1989; 
Razungles, et al., 1987). 
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Figure 1 | Dégradation des caroténoïdes (ici le -carotène), conduisant à la formation des C13-norisoprénoïdes 
(ici la -ionone). 
 
 Dans la baie de raisin, les caroténoïdes sont majoritairement retrouvés dans la 
pellicule (Razungles, et al., 1987). Ces composés sont absents du vin, à l’exception de certains 
vins mutés comme le porto (Guedes de Pinho, et al., 2001). In planta, les caroténoïdes sont 
généralement décrits comme des pro-précurseurs des C13-norisoprénoïdes (Baumes, et al., 
2002; Enzell, 1985; Mathieu, et al., 2005; Winterhalter, 1993). En effet, les dérivés C13-
norisoprénoïdes odorants sont sous forme de traces à l’état libre dans le raisin, mais ils sont 
relativement abondants sous formes glycosylées (Marais, et al., 1989; Winterhalter, 1993). 
Certains facteurs environnementaux, notamment l’ensoleillement, facilitent la biosynthèse des 
caroténoïdes du premier stade de développement de la baie jusqu’à la véraison, puis favorisent 
leur dégradation en C13-norisoprénoïdes glycosylés de la véraison à la maturité (Bureau, 
1998). Par exemple, plusieurs dérivés C13-norisoprénoïdes oxygénés, peu ou non odorants, 
proviennent initialement de la dégradation oxydative de caroténoïdes par voie enzymatique dans 
le raisin. Puis, ces composés intermédiaires libèrent ensuite les C13-norisprénoïdes odorants à 
travers des réactions chimiques en milieu acide au cours de la maturation et de la vinification. 
C’est le cas de la -damascénone et la -ionone par exemple. D’autres composés C13-
norisoprénoïdes comme le TDN (1,1,6-Triméthyl-1,2-dihydronaphthalène), sont libérés à travers 
un ensemble de réactions similaires, mais avec des temps de réaction plus long (Pascal 
Ribéreau-Gayon, et al., 2017). 
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2.2. Les précurseurs glycosidiques  
 
 Les précurseurs glycosidiques possèdent une partie osidique composée d’un glucose et 
éventuellement un autre sucre (apiose, rhamnose ou arabinose), et une partie non osidique 
appelée aglycone (Figure 2). D’après la littérature, plus de 200 aglycones volatils (des arômes) 
ont été identifiés chez Vitis vinifera (Baumes, 2009; Liu, et al., 2016), appartenant principalement 
à la famille des monoterpénoïdes, des C13-norisoprénoïdes, des phénols volatils, des composés 
en C6, des alcools aliphatiques et benzyliques (Baumes, 2009; Günata, 1984; Voirin, et al., 1990; 
Williams, et al., 1984). 
 
  
Figure 2 | Structure générale d’un précurseur glycosidique. En rouge les liaisons clivées au cours des hydrolyses 
permettant notamment la libération des aglycones (adapté de (Baumes, 2009)). 
  
 La biosynthèse des glycoconjugués se déroule au cours du développement du raisin. Leur 
teneur avant et après la véraison dépend du cépage considéré (Günata, 1984; Marais, 1987; S. 
K. Park, et al., 1991; Williams, et al., 1984; Wilson, et al., 1984). Cependant, aucune relation 
stricte n’a été établie entre la concentration en glycoconjugués et les paramètres œnologiques 
classiquement utilisés (teneur en sucre et en acide, pH, …) (Schneider, 2001). 
 
 Deux types de réactions permettent la libération des arômes : 
- une hydrolyse enzymatique directe ou séquentielle, au cours de la FA (Baumes, 2009; 
Dugelay, et al., 1992), notamment via des levures de type non-Saccharomyces ayant une 
activité glycosidasique, au cours de la FML ou par l’ajout d’enzymes  exogènes 
appropriées (Ziya Gunata, et al., 1988; Z. Gunata, et al., 1993)  ; 
- une hydrolyse acido-catalysée au cours du vieillissement (De La Presa-Owens, et al., 
1997; Marais, 1983; Puglisi, et al., 2005; Skouroumounis, et al., 1992; Voirin, et al., 1990; 
Winterhalter, 1993).  
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2.3. Les précurseurs du DMS  
 
 La S-méthylméthionine (SMM) a été identifiée comme étant le précurseur majoritaire du 
DMS (Loscos Deodad, et al., 2008).  Présente dans le raisin, la SMM est également retrouvée 
tout au long du processus de vinification. Ce n’est qu’une fois l’embouteillage effectué que le DMS 
se forme et s’accumule par une réaction d’élimination (dégradation d’Hoffmann) illustrée sur la 
Figure 3 (M. Ségurel, et al., 2005; M. A. Ségurel, et al., 2004). 
 
 
Figure 3 | Formation du DMS au cours du vieillissement par hydrolyse chimique. 
 
 Une autre voie de formation du DMS a cependant été mise en évidence au cours de la 
FA. En effet, la levure peut provoquer un clivage enzymatique qui libère le DMS (Schreier, et al., 
1976). En revanche, cette voie de formation a très peu d’impact sur l’odeur du vin, car le DMS 
libéré au cours de la FA est rapidement éliminé par stripping.  
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3 .  L e s  t h i o l s  v o l a t i l s  e t  l e s  m é c a n i s m e s  d e  
l i b é r a t i o n  
 
  Parmi les arômes retrouvés dans le vin, les thiols variétaux ont été 
particulièrement étudiés ces vingt-cinq dernières années et sont le sujet central de cette thèse. 
En effet, ils font partie des molécules odorantes les plus puissantes de certains vins, ce qui en 
fait des composés clés de l’arôme. Leur étude constitue ainsi un défi majeur pour la filière viticole.  
 
 Une recherche bibliographique plus large, sur les thiols volatils présents dans les 
boissons, ainsi que l’étude des mécanismes de libération de ces thiols à partir de précurseurs 
lors des procédés d’élaboration de produits transformés (vin, bière, café…), a été effectuée. 
L’ensemble des données rassemblées nous a semblé constituer une matière intéressante pour 
écrire une revue, et c’est la raison pour laquelle ce travail est présenté en anglais, en prélude à 
un article pour publication. 
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1. Generalities 
 
Volatile thiols are very strong-smelling molecules that can impact the aroma of numerous foods, 
such as fruit, grilled meat and beverages. Several thiols and thiol precursors (or potential 
precursors) have already been reported in different plants used as raw material for beverage 
production, either fermented or not. We focus on those thiols in beverages and their release 
mechanisms from precursors during the different biotechnological steps of their processes. 
Volatile thiols in food can be classified in two different groups: low-molecular-weight volatile 
thiols, which impact the smell negatively, and volatile thiols with higher boiling points, which 
contribute positively to the aroma profile. The first part is devoted to volatile thiols without 
taking into account the highly malodorous small molecules as H2S, methanethiol, ethanethiol, 
etc. The second part deals with precursors and the different release mechanisms induced by 
various processes such as extraction, roasting or fermentation, and the culture method that can 
influence the amount of thiol and their precursors. 
 
2. Volatile thiols in beverages 
 
2.1. Non-alcoholic beverages 
 
2.1.1. Tropical fruit juices 
 
Tropical fruits are significant sources of volatile thiol compounds (Table 1) as recently 
reviewed by Cannon and Ho (Cannon & Ho, 2018). The different tropical fruits containing thiol 
are listed by alphabetical order in the following paragraphs. By extrapolation, it is possible to 
deduce their presence in the corresponding fruit juices, although oxidation reaction during 
extraction could decrease their levels.  
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Table 1 – The volatile thiol compounds identified in different tropical fruits (adapted from (Cannon & Ho, 2018)). 
Odors not reported in the Robert et al. review’s were referenced under the table.  
Thiol compound Fruits Odor Also present in 
(Z)-but-2-ene-1-thiol Durian Skunky   
1-(ethylthio)-ethanethiol Durian Roasted onion   
1-(ethylthio)-propane-1-thiol Durian Roasted onion   
1-(methylthio)-ethanethiol Durian Roasted onion   
1-(methylthio)-propane-1-thiol Durian Roasted onion   
1-(propylthio)-ethanethiol Durian Roasted sesame   
1-[(1-(ethylthio)-ethyl)thio]-
ethanethiol 
Durian Roasted onion   
1-[(1-(methylthio)-ethyl]thio]-
ethanethiol 
Durian Roasted onion   
3-mercaptobutan-1-ol (3MB) Durian Onion, leek Wine 
3-methyl-but-2-ene-1-thiol 
(3MBT) 
Durian, lemon and 
mango 
Skunky Beer and coffee 
5-methyl-4-mercapto-2-
hexanone 
Durian -   
ethane-1,1-dithiol Durian Sulfury, durian   
propane-1-thiol Durian Rotten, durian   
1-p-menthene-8-thiol 
Grapefruit, guava, 
orange and pomelo 
-   
2-methyl-3-furanthiol (2MFT) 
Grapefruit, guava, 
orange and cashew 
apple 
Boiled meat-likea, nutsb  Coffee and wine 
3-mercaptohexan-1-ol (3MH) 
Grapefruit, guava 
and passion fruit 
Juicy, tropical fruits, 
grapefruit, black currant, 
guavac 
 
Beer and wine 
3-mercaptohexylacetate 
(3MHA) 
Grapefruit, guava 
and passion fruit 
Grapefruit, black currant, 
bucco, mango, passion 
fruit, guavac 
Beer and wine 
4-mercapto-4-methylpentan-2-
one (4MMP) 
Grapefruit, guava, 
mango and orange 
Black currant-like 
Beer, tea, sake and 
wine 
4-mercapto-4-methylpentan-2-
ol (4MMPOH) 
Grapefruit and 
guava 
Grapefruit, flowery Beer and wine 
6-mercaptohexanol Guava -   
3-mercapto-3,7-dimethyl-6-
octenyl acetate 
Lemon Sulfurous   
(E)-but-2-ene-1-thiol Mango Sulfurousd    
1-phenylethanethiol Orange Sulfurous, resinous   
ethyl-3-mercaptopropionate 
(3MPE) 
Papaya - Wine 
3-mercapto-3-methylbutan-1-ol 
(3MMB) 
Passion fruit - 
Beer, coffee and 
wine 
3-mercapto-3-
methylbutylacetate (3MMBA) 
Passion fruit - Beer and coffee 
3-mercaptohexyl butanoate Passion fruit 
Fruity, grapefruit, black 
currant, bucco, tropical 
fruits, mangoc 
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3-mercaptohexyl hexanoate Passion fruit 
Grapefruit, black currant, 
bucco, tropical fruits, 
passion fruits, guavac  
  
3-mercaptohexyl pentanoate Passion fruit 
Tropical fruits, passion 
fruits, buccoc  
  
ethyl 3-mercaptobutyrate Passion fruit -   
a (Semmelroch, Laskawy, Blank, & Grosch, 1995) 
b (McGorrin, 2011) 
c (P Werkhoff, Guntert, Krammer, Sommer, & Kaulen, 1998) 
d (Munafo, Didzbalis, Schnell, Schieberle, & Steinhaus, 2014) 
 
Durian 
Durian is a tropical fruit not very known in the western countries but is one of the most popular 
fruits for Asian peoples. It presents with strong sulfur aroma. The first thiol identified in durian 
was the propane-1-thiol, as well as other low molecular weight thiols in the early 1970s, by 
distillation of the pulp (Baldry, Dougan, & Howard, 1972). Another volatile thiol was 
discovered thirteen years later in Malaysian fruits, also by distillation of the pulp: the 1-
(ethylthio)-ethanethiol (Wong & Tie, 1995). More than five years later, 5-methyl-4-mercapto-
2-hexanone was identified in a dichloromethane-pentane extract of three Indonesian durian 
fruits (Weenen, Koolhaas, & Apriyantono, 1996). The other thiols mentioned in the Table 
1were identified more recently by Li et al. (Li, Schieberle, & Steinhaus, 2012) including 3MB 
present in wine and 3MBT present in beer and coffee. 
 
Grapefruit 
Grapefruit is a citrus fruit that contains a large number of volatile sulfur compounds. Among 
the various compounds identified, 1-p-menthene-8-thiol is one of the major contributors to the 
grapefruit juice aroma, present in other fruits as guava, orange and pomelo. In fact, this thiol 
has a very low odor threshold (0.1 ng/L) and a 200-fold higher concentration in the juice 
(Demole, Enggist, & Ohloff, 1982). The 4MMP, also found in different fruits (guava, mango 
and orange) and beverages (beer, tea and wine), was identified as a volatile compound in 
grapefruit juice using HRGC/MS (Andrea  Buettner & Schieberle, 1999). Some results showed 
that 4MMP provides a more authentic aroma compared to 1-p-menthene-8-thiol (Andrea 
Buettner & Schieberle, 2001). The grapefruit peel also contains thiols in their oil with 
4MMPOH, present in guava, beer and wine, but does not contain any trace of 1-p-menthene-8-
thiol or 4MMP (Lin & Rouseff, 2001). The same team identified 3MH and 3MHA in grapefruit 
(Lin, Jella, & Rouseff, 2002), also reported in guava, passion fruit, beer and wine. Finally, Lin 
et al. elucidated the presence of 2MFT. This compound was also found in guava, orange, 
cashew apple, coffee and wine. Two different behaviours were highlighted during the 
evaporation process: decrease of all volatile thiols (except for 1-p-menthene-8-thiol), which 
suggests that there were evaporated; presence of 1-p-menthene-8-thiol, which can be explained 
through the reaction of increased concentrations of limonene and hydrogen sulfide (Lin, 
Rouseff, Barros, & Naim, 2002). 
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Guava 
Guava has many thiols in common with grapefruit. The first thiol identified in white and pink 
guava was 6-mercaptohexanol by direct extraction of flesh juices with dichloromethane and 
analyzed by GC-MS (Shibamoto, Nishimura, Yamaguchi, & Mihara, 1989). It was present at 
higher proportion in fresh white guava (GC area peak: 3.1%) than in fresh pink guava (0.6%) 
and the authors hypothesized that the difference of flavor between these two types of guava 
might be partially due to the presence of this compound. Sixteen years later, Mahattanatawee 
et al. and Clery et al. identified three important thiols: 3MH, 3MHA and 4MMPOH, using 
headspace and solvent extraction techniques (Clery & Hammond, 2007; Mahattanatawee, 
Goodner, & Baldwin, 2005). More recently, three other thiols were identified (4MMP) or 
confirmed (1-p-menthene-8-thiol and 2MFT) in guava puree using GC-pulsed flame 
photometric detector (GC-PFPD, sulfur mode) (Plaza, Marshall, & Rouseff, 2015).  
 
Passion fruit 
With grapefruit, yellow passion fruit is one of the most studied tropical fruits, likely due to its 
very intense aroma. One of the chemical classes standing out in the yellow passion fruit is 
sulfur-containing compound and especially thiol. Four volatile thiols were firstly identified in 
the passion fruit and among them, 3MH and 3MHA highly contribute to passion fruit aroma 
(Engel & Tressl, 1991). Oenologists and winemakers compare the aromas of certain grape 
varieties, particularly Sauvignon blanc to that of passion fruit due to the presence of the 3MH 
and 3MHA in these grape varieties (Tominaga & Dubourdieu, 2000).  Lund et al. confirmed 
the characteristic notes of tropical fruits from 3MH and 3MHA by sensory approach (Lund, et 
al., 2009). The enantiomeric distribution of 3MH and 3MHA was also studied and the S 
configuration is the major enantiomer (Sakaguchi, Sugimoto, Kasuga, & Yaguchi, 2015). 
Werkhoff et al. identified one more thiol with 3-mercaptohexylpentanoate (P. Werkhoff, 
Güntert, Krammer, Sommer, & Kaulen, 1998). Finally, 3MMB and 3MMBA, found also in 
beer, coffee and/or wine, were also identified in passion fruit (Tominaga & Dubourdieu, 2000). 
 
Other fruits 
Many authors reported thiols in other fruits than those presented above, for example in lemon 
(Cannon, et al., 2015), mango (Munafo, Didzbalis, Schnell, Schieberle, & Steinhaus, 2014), 
orange (Schieberle, Fischer, & Grab, 2008) and papaya (Schreier, Idstein, & Keller, 1985). 
There is no doubt that there are volatile thiols in other fruits than those listed above, and maybe 
in all vegetables at trace levels, still not highlighted.  
 
2.1.2. Coffee 
 
Roasted and brewed coffee 
Coffee is an extensively consumed beverage in the world. The acceptability of coffee is due to 
many factors and one of the most contributory factors is aroma composition (Kumazawa & 
Masuda, 2003). In coffee, sulfur compounds such as thiols are among the most important 
contributors to its aroma despite their presence at relatively low concentration (Sunarharum, 
Williams, & Smyth, 2014). The major thiols present in coffee reported in the literature are 
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shown in Figure 1, as well as their characteristic odor (Dulsat-Serra, Quintanilla-Casas, & 
Vichi, 2016; Vichi, Jerí, Cortés-Francisco, Palacios, & Caixach, 2014). Dulsat-Serra et al also 
referenced the concentration of thiols in roasted and brewed coffee. Among them, five are 
present in wine or/and beer. 2-furanmethanethiol (2FMT) is reported as a key odorant 
compound responsible for the “coffee” odor with notes of roast and fresh coffee (Mayer, 
Czerny, & Grosch, 2000). Several factors (degree of roasting or coffee species for example) 
can impact the thiol content of coffee (Dulsat-Serra, Quintanilla-Casas, & Vichi, 2016). We can 
notice that there is a diminution of thiol concentration when passing from roasted to brewed 
coffee due to the low extraction rate of brewed coffee (Mayer, Czerny, & Grosch, 2000; 
Semmelroch & Grosch, 1996). For example, the concentration for 2FMT is up to 5080 g/kg 
in roasted coffee and only up to 39 g/L in brewed coffee (Cheong, Tong, Ong, Liu, Curran, & 
Yu, 2013; Semmelroch & Grosch, 1996). 
 
Figure 1 - Molecular structure of key odorant thiols identified in coffee: 4-mercapto-1-butanol (4MB); 2-methyl-
3-tetrahydrofuranthiol (2MTHFT); 2-furanmethanethiol (2FMT); 2-methyl-3-furanthiol (2MFT); 3-mercapto-
3-methylbutan-1-ol (3MMB); 3-mercapto-3-methylbutyl formate (3MMBF); 3-mercapto-3-methylbutylacetate 
(3MMBA); 3-methyl-but-2-ene-1-thiol (3MBT). 
 
Variety and geographical influence on thiol contents in coffee 
The variety and the geographical provenance have been shown to impact the thiol content in 
the coffee bean. In fact, 2FMT was reported at higher amounts and with a greater sensory impact 
in robusta (Coffea canephora var. robusta) than arabica (Coffea arabica), with a similar degree 
of roasting (Holscher & Steinhart, 1992; Semmelroch & Grosch, 1995; Semmelroch, Laskawy, 
Blank, & Grosch, 1995; Tressl & Silwar, 1981). This situation is not general to other thiols, 
since the 3MBT and 3MMBF levels were comparable in robusta and arabica (Semmelroch & 
Grosch, 1995; Semmelroch, Laskawy, Blank, & Grosch, 1995; Semmelroch & Grosch, 1996). 
However, the analysis of 2MFT by GC-O showed that the sensory impact seems to be higher 
in robusta than arabica coffee (Semmelroch & Grosch, 1995).  
 
 
CONTEXTE DU SUJET 
 
 35 
2.1.3. Tea 
 
Tea aroma is an important factor affecting the character and quality of the product. There are 
many kinds of tea but only a very small number is known and consumed. Tea can be divided 
into three categories: green tea (unfermented), oolong tea (semi-fermented) and black tea 
(fermented). Traces of thiols were detected in Japanese green tea (Sen-cha) only, with 4MMP 
and 4-methoxy-2-methyl-2-butanethiol (4MMBT) exhibiting meaty notes (Kumazawa & 
Masuda, 1999). The authors suggested that these thiols were involved as key odorants of the 
Japanese green tea. However, 4MMP and 4MMBT have not been identified as volatile 
component of other kinds of tea (oolong and black tea). 
 
2.2. Alcoholic beverages 
 
2.2.1. Wine 
 
Several studies highlighted the importance of varietal thiols in wine aroma and these sulfur-
containing volatile compounds are considered for years now as key compounds (Roland, 
Schneider, & Cavelier, 2011). Among these compounds, the most studied are 4MMP 
responsible for box tree and blackcurrant buds notes (Darriet, Tominaga, Lavigne, Boidron, & 
Dubourdieu, 1995), the 3MH and its corresponding acetate (3MHA) reminiscent of grapefruit 
and passion fruit respectively (Tominaga, Darriet, & Dubourdieu, 1996; Tominaga, Furrer, 
Henry, & Dubourdieu, 1998). They contribute to the typical aroma of wines, such as Sauvignon 
blanc, Petite Arvine, Petit and Gros Manseng, Melon B., Bacchus, Sémillon, Verdajo, 
Scheurebe, Maccabeo, Gewürztraminer, Riesling, Muscat, Colombard and Tokay in white wine 
(Campo, Ferreira, Escudero, & Cacho, 2005; Darriet, Tominaga, Lavigne, Boidron, & 
Dubourdieu, 1995; Dubourdieu & Tominaga, 2009; Escudero, Gogorza , Melús, Ortín, Cacho, 
& Ferreira, 2004; Fretz, Luisier, Tominaga, & Amadò, 2005; Guth, 1997; Schneider, Kotseridis, 
Ray, Augier, & Baumes, 2003; Tominaga, Baltenweck-Guyot, Peyrot Des Gachons, & 
Dubourdieu, 2000); Provence in rosé wine (Masson & Schneider, 2009) Grenache, Cabernet 
Sauvignon and Merlot in red or rosé wines (Bouchilloux, Darriet, Henry, Lavigne-Cruège, & 
Dubourdieu, 1998; Ferreira, Ortín, Escudero, López, & Cacho, 2002; Murat, Tominaga, & 
Dubourdieu, 2001). Very recently, Capone et al. found varietal thiols in Chardonnay wine at 
high concentration (Capone, Barker, Williamson, & Francis, 2017). Interactions between these 
thiols lead to different aroma profiles depending on the amount of each thiol (Lund, et al., 2009) 
and the level of other molecules. Other non-varietal sulfur compounds can positively contribute 
to the wine aroma through coffee and meaty notes (Figure 2).  
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Figure 2 - Molecular structures of volatile thiols identified in Vitis vinifera Wine (Roland, Schneider, & Cavelier, 
2011). 4-mercapto-4-methylpentan-2-one (4MMP); 3-mercaptohexan-1-ol (3MH); 3-mercaptohexylacetate 
(3MHA); 3-mercaptopentan-1-ol (3MP); 3-mercaptoheptan-1-ol (3MHep); 4-mercapto-4-methylpentan-2-ol 
(4MMPOH); 3-mercapto-2-methylbutan-1-ol (3M2MB); 2-mercaptoethylacetate (2MEA); 3-
mercaptopropylacetate (3MPA); 3-mercapto-2-methyl-propan-1-ol (3MMPro); 2-furanmethanethiol (2FMT); 
Ethyl-3-mercaptopropionate (3MPE); Benzenemethanethiol (BMT); 2-methyl-3-furanthiol (2MFT); Ethyl-2-
mercaptopropionate (2MPE); 3-mercapto-2-methylpentan-1-ol (3MMP); 3-mercaptobutan-1-ol (3MB); 3-
mercapto-3-methylbutan-1-ol (3MMB). 
 
Roland et al. summarized numerous data on thiols reported in the literature in terms of 
concentration in wine, aroma descriptors and sensory threshold in model solution. These data 
are shown in Table 2. Since this review, new data were published concerning  other wines 
(Benkwitz, Tominaga, Wohlers, Lund, Kilmartin, & Nicolau, 2012; Lv, et al., 2017), but the 
concentrations reported were included in the concentration range already determined by Roland 
et al. (Roland, Schneider, & Cavelier, 2011). 
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Table 2 - Volatile thiols identified in Vitis vinifera wine (Roland, Schneider, & Cavelier, 2011). 
Thiols Concentration (ng.L-
1) 
Aroma description Sensory threshold in 
model solution (ng.L-
1) 
4MMP until 400 Box-tree, blackcurrant bud 0.8 
3MH until 19000 Grapefruit, passion fruit 60 
3MHA until 2500 Box-tree 4.2 (racemic mixture) 
3MP 90-300 Grape fruit 950 
3MHep 25-75 Grapefruit 35 
4MMPOH until 90 Citrus zest 66 
3M2MB 80-150 Raw onion nrb 
2MEA naa Meaty nr 
3MPA na Meaty nr 
3MMPro 25-10000 Broth, sweat 3000 (in water) 
2FMT 0.4-62 Coffee 0.4 
3MPE 40-12000 Meaty 200 
BMT 10-40 Smoky 0.3 
2MFT > 100 Meaty 0.4-1.0 (in water) 
2MPE na Fruity 500 
3MMP na Raw onion nr 
3MB na Onion, leek nr 
3MMB na Cooked leek 1500 
anot available. 
bnot reported. 
 
Beyond the varietal effect on thiol amounts in wine, the vine production area seems to have an 
impact on thiols concentration. A study comparing the amount of varietal thiols (3MH, 3MHA 
and 4MMP) in Sauvignon blanc in different regions of New Zealand and countries (Australia, 
South Africa, France and USA) was published one year later (Benkwitz, Tominaga, Wohlers, 
Lund, Kilmartin, & Nicolau, 2012). Concerning 3MHA and 3MH, the concentrations were 
much higher in Marlborough than in all the other regions (Hawkes Bay and Wairarapa) and 
countries studied in 2003 and 2004 vintages. The amount of 4MMP was found higher in the 
Wairarapa region. Wines of New Zealand seems to be much concentrated in these three thiols 
than those of other countries studied for these vintages. Viticultural and oenological practices 
influence the thiols concentration in wine and will be developed in the second part of this 
review. 
  
2.2.2. Beer 
 
The importance of sulfur compounds as thiols in brewing has been pointed out more than a 
century ago (Garza-Ulloa, 1980). Forty-one thiols were evidenced in hops (mainly β-
sulfanylalkyl acetates, alcohols and carbonyls) and most of them were found in beer (Figure 3) 
(Gros, Peeters, & Collin, 2012). Among them, 3-mercapto-4-methylpentan-1-ol was identified 
as a key contributor to the “Sauvignon-like” notes in beer produced with the Nelson Sauvin 
(NS) hop variety (Takoi, et al., 2009). Gros et al. studied five hop cultivars (Tomahawk, NS, 
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Nugget, Cascade and Saaz). Tomahawk appeared particularly rich in 3-mercapto-2-
ethylpropanal. Tomahawk and NS seems were found to contain higher levels of 3-mercapto-2-
ethylpropyl acetate and 3-mercaptooctanal. NS proved to contain higher amounts of -
sulfanylalkyl alcohols. Finally, 3MH was found in all cultivars, with high values for Cascade 
(Gros, Nizet, & Collin, 2011).  
3MBT was usually described as an unpleasant flavor, the so-called skunky aroma. This flavor 
is caused by ultraviolet light (Hill & Smith, 2000). In fact, the transmission of light to the beer 
through the bottle increases 3MBT formation and using green or dark bottle is advisable to limit 
this phenomenon (Sakuma, Rikimaru, Kobayashi, & Kowaka, 1991).  
 
 
Figure 3 - Molecular structures of thiols evidenced in hop. Thirty-six β-sulfanylalkyl acetates, alcohols and 
carbonyls; 3MBT; 5-mercaptopentanol (5MP); 2-mercaptoethanol (2ME); 3MEA; 3MMB. 
A recent study highlights the content of 3MH, 3MHA and 4MMP in different categories of beer 
(Pale ale, Belgium origin, Pils and experimental beers). According to the data, there is no 
obvious link between the category of beer and the concentration of these three thiols, with an 
important variability in the same category: up to 1200 ng.L-1 for 3MH; up to 100 ng.L-1 for 
3MHA; up to 300 ng.L-1 for 4MMP. 3MHA was present only in experimental beers and one 
Pale ale and the levels were higher than those of 3MH, which is very different to the reported 
concentrations often close to 10% of free 3MH in wine (Roland, et al., 2016). 
    
2.2.3. Sake 
 
4MMP is also present in Sake, the traditional Japanese alcoholic beverage brewed by 
fermenting rice that has been polished to remove the bran. In fact, steamed rice is saccharified 
by glucoamylase of koji mold (a filamentous fungus) and the glucose formed from starch is 
then fermented into ethanol using a specific strain of Saccharomyces cerevisiae (Furukawa, 
Tanaka, Masumura, Kiyokawa, & Wakai, 2006). The typically pleasant smelling grassy notes 
has been very recently attributed to 4MMP in different Sake (Iizuka-Furukawa, Isogai, Kusaka, 
Fujii, & Wakai, 2017). The authors reported that this thiol is the characteristic aroma of sake 
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made from low-glutelin rice. In the same way as in wine, 4MMP is released during AF from 
precursors. Iizuka-Furukawa et al. determined the perception threshold of 4MMP in sake at 1.2 
ng/L, similar range as reported in wine and beer (Darriet, Tominaga, Lavigne, Boidron, & 
Dubourdieu, 1995; Toru  Kishimoto, Kobayashi, Yako, Iida, & Wanikawa, 2008). There is no 
data on the plant variety, the rice production area or the fermentation conditions on 4MMP 
concentration.  
 
In conclusion, for this part, it is interesting to highlight the frequency of appearance of thiols in 
beverages reviewed here. Eight thiols appear in at least 4 different beverages (Figure 4). It is 
interesting to notice that among these eight thiols, six of them have been identified in wine and 
beer, which are the most extensively studied beverages. The correlation between the number of 
thiol occurrence and the beverage studied seems to show that the research on thiols doesn’t 
reach the same development level between the different beverages. 
    
Figure 4 - Number of thiol occurrence at least equal to 4 in beverages. 
 
 
3. Release mechanisms from thiol precursors 
 
The mechanisms of thiols release from their precursors are complex and depend on:  
- the plant variety (already discuss in the first part) 
- the growing method 
- the process (roasting for coffee, fermentation for beer, sake or wine and more simply 
the extraction by pressing or grinding) 
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3.1. Formation of thiols in coffee 
 
3.1.1. Roasting  
 
Roasting coffee impacts the chemical and physical properties of the initial green coffee beans. 
Roasting consists in rapidly brought the green beans to very high temperature (approximately 
200 to 250°C), which is then quickly lowered to stop the process. The formation of thiols during 
this process is not completely elucidated. However, it is admitted that S-containing amino acids 
are important precursors and sulfur source for reactions with other compounds (for example 
sugar) that occur during coffee bean roasting (Dulsat-Serra, Quintanilla-Casas, & Vichi, 2016). 
The Maillard-type reaction plays a key role in the thiol formation in roasted coffee. Indeed, 
many authors reported the formation of 2FMT and 2MFT from the reaction between aldose and 
cysteine in a model system (Cerny, 2008; Dulsat-Serra, Quintanilla-Casas, & Vichi, 2016; 
Hofmann & Schieberle, 1997). However, this Maillard-type reaction was dismissed by Poisson 
et al. by biomimetic in-bean experiments (Poisson, Schmalzried, Davidek, Blank, & Kerler, 
2009). Another important pathway involves H2S liberated from cysteine or methionine may 
react with prenyl alcohol (3-methyl-2-buten-1-ol) to obtain 3MMB (Holscher, Vitzthum, & 
Steinhart, 1992; Tressl, Holzer, & Kamperschroer, 1983). Holscher et al. published that prenyl 
alcohol was also identified as precursor of 3MBT (Figaure 5). 
 
Figure 5 – Possible genesis of 3MMB and 3MBT from prenyl alcohol under roasting conditions (scheme proposed 
by Tressl et al. and adapted by Holscher et al. (Holscher, Vitzthum, & Steinhart, 1992; Tressl, Holzer, & 
Kamperschroer, 1983). 
The general observation is that not only roasty, but sulfury, earthy and smoky notes improved 
during roasting (Grosch, 1998). Mayer et al. proved that 2FMT and 3MBT increased more and 
more with the roasting time (Mayer, Czerny, & Grosch, 1999). Roasting temperature also 
influences the volatile thiols formation (Baggenstoss, Poisson, Kaegi, Perren, & Escher, 2008). 
Different kinetics have been reported in the literature, by comparing the evolution of 3MMB 
and the two corresponding esters during roasting: 3MMB and 3MMBF increase linearly with 
the temperature of roasting, whereas 3MMBA increases only at higher degrees (Kumazawa & 
Masuda, 2003). Thus, 2FMT and 3MBT/3MMBF have different behaviour: 2FMT is favoured 
by a long-time process at low-temperature in contrast to 3MBT and 3MMBF (Baggenstoss, 
Poisson, Kaegi, Perren, & Escher, 2008; Schenker, Heinemann, Huber, Pompizzi, Perren, & 
Escher, 2002). 
 
3.1.2. Brewing 
 
Once the coffee has been roasted, the amount of thiols in the brewed coffee is not proportional 
to the initial level in roasted coffee. In fact, the efficiency of the extraction (solid-liquid) during 
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the brewing process is impacted by physical parameters (water temperature, pressure, time of 
extraction and water/coffee ratio) (Mayer, Czerny, & Grosch, 2000; Semmelroch & Grosch, 
1996). However, data on the content of thiols under different coffee brewing conditions are 
extremely scarce and only methanethiol evolution is documented (Andueza, Maetzu, Pascual, 
Ibañez, de la Peña, & Cid, 2003). Methanethiol is more abundant in expresso coffee than in 
other types of brewed coffee, due to the extraction pressure and the higher ratio between coffee 
and water. In this type of brewed coffee, the water temperature is important for the extraction 
efficiency of methanethiol (Andueza, Maetzu, Pascual, Ibañez, de la Peña, & Cid, 2003). 
Although it might be possible to extrapolate methanethiol tendency on other thiols, 
supplementary data are needed to highlight the impact parameters of brewing process without 
going beyond assumptions. 
 
 3.2. Formation of thiols by microorganism during fermentation processes: Focus on 
3MH and 4MMP 
 
Prefermentative steps can influence the thiol levels. As an example, prefermentative operations 
in grapes as skin maceration could lead to an increase of 3MH and 4MMP in white wine. Must 
conservation on lees, another prefermentative process, increases the amount of 3MH and 
3MHA in wine, without increasing the amount of precursors during this process (Roland, 
Schneider, Charrier, Cavelier, Rossignol, & Razungles, 2011). 
 
During winemaking or beer brewing, AF is an essential step for the sugar conversion into 
alcohol by yeast, but it also impacts other compounds at lower concentration such as 
polyphenols and aromas such as varietal thiols.  3MH and 4MMP are produced during AF by 
the yeast (Saccharomyces cerevisiae) using a -lyase activity (Cordente, Capone, & Curtin, 
2015; Tominaga, Peyrot des Gachons, & Dubourdieu, 1998) from odorless S-conjugate 
precursors.  
 
3.2.1. Grapes and wines 
 
Precursors and mechanisms of transformation 
Several precursor families have been identified in grapes and musts and have been widely 
studied. They are listed below by chronological order of identification: 
- cysteine S-conjugates to 3MH and 4MMP (Cys-3MH and Cys-4MMP) (Tominaga, 
Peyrot des Gachons, & Dubourdieu, 1998); 
- glutathione S-conjugates to 3MH and 4MMP (G-3MH and G-4MMP) (Fedrizzi, 
Pardon, Sefton, Elsey, & Jeffery, 2009; Peyrot des Gachons, Tominaga, & 
Dubourdieu, 2002b); 
- cysteinyl-glycine S-conjugates to 3MH (CysGly-3MH) (Bonnaffoux, Delpech, 
Rémond, Schneider, Roland, & Cavelier, 2018; Capone, Pardon, Cordente, & Jeffery, 
2011); 
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- S-(3-hexan-1-al)-glutathione (G-3MHAl) and its bisulfite adduct (Thibon, Böcker, 
Shinkaruk, Moine, Darriet, & Dubourdieu, 2016);  
- γ-glutamyl-cysteine S-conjugate to 3MH (γGluCys-3MH) (Bonnaffoux, Roland, 
Rémond, Delpech, Schneider, & Cavelier, 2017; Bonnaffoux, Delpech, Rémond, 
Schneider, Roland, & Cavelier, 2018). 
 
Figure 6 – Chemical structures of 3MH and 4MMP S-conjugates. 
 
Another pathway was also evidenced: 3MH can result of the addition of a sulfhydryl donor 
group to the (E)-2-hexenal during alcoholic fermentation (AF) (Schneider, Charrier, Razungles, 
& Baumes, 2006). It has been suggested that H2S could be one of the sulfur donor (Harsch, 
Benkwitz, Frost, Colonna-Ceccaldi, Gardner, & Salmon, 2013). Then, sulfonic acids were 
hypothesized on structural basis but not identified yet (Duhamel, Piano, Davidson, Larcher, 
Fedrizzi, & Barker, 2015). Finally, cysteinyl-glycine S-conjugates to 4MMP (CysGly-4MMP) 
and γ-glutamyl-cysteine S-conjugate to 4MMP (γGluCys-4MMP) were not identified yet. A 
signal by UPLC-MS/MS using stable isotope dilution assay confirmed the presence of CysGly-
4MMP and γGluCys-4MMP but the intensity of the signal was below the recommended values 
for formal identification (Bonnaffoux, Roland, Rémond, Delpech, Schneider, & Cavelier, 
2017). Cys-3MH, G-3MH, CysGly-3MH, γGluCys-3MH, Cys-4MMP and G-4MMP were 
quantified in different varieties of grape (Table 3) and Sauvignon blanc presented the higher 
concentration of 3MH precursors (Peña-Gallego, Hernández-Orte, Cacho, & Ferreira, 2012).  
Inter-conversions between S-conjugates under defined oenological conditions were highlighted. 
Firstly, all precursors were partially metabolised during AF (Bonnaffoux, Delpech, Rémond, 
Schneider, Roland, & Cavelier, 2018; Concejero, Hernandez-Orte, Astrain, Lacau, Baron, & 
Ferreira, 2016), whereas it was commonly accepted by scientific community that conversion 
was complete. During fermentation, monitoring of thiol precursor levels in the fermentation 
medium showed that G-3MH could be partially cleaved (7%) in γGluCys-3MH, contrarily to 
G-4MMP which was practically not metabolised. Regarding dipeptides, 54% of CysGly-3MH 
(respectively 6% of CysGly-4MMP) was cleaved into cysteinyl S-conjugates, while γGluCys 
S-conjugates were not metabolised (Figure 7) (Bonnaffoux, Delpech, Rémond, Schneider, 
Roland, & Cavelier, 2018). For precursors metabolised by the yeast, only a little part are cleaved 
by the yeast to give varietal thiols. Indeed, conversion yields of all cysteinyl S-conjugates 
precursors into their respective varietal thiols (3MH or 4MMP) were found to be between 0.17 
and 1%(Bonnaffoux, Delpech, Rémond, Schneider, Roland, & Cavelier, 2018; Jeffery, 2016). 
The other part of metabolised precursors is still unknown. Different cleavages could generate 
some amino acids or sulfur peptides. Finally, the conversion of precursors to thiols is an 
epiphenomenon in quantitative terms, but still important to give the aromatic notes to wine. 
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Table 3 - Concentration of varietal thiol precursors derived from the cysteine S-conjugate in musts 
Grape variety Range of concentration (µg.L-1) 
Cys-3MH G-3MH CysGly-
3MH 
γGluCys-
3MH 
Cys-
4MMP 
G-4MMP 
Sauvignon blanc 0.035-
15859 
0.82-
642 
5.8-28.5 3.3-36.1 0.03-8.7 0.03-4.3 
Semillon 3.6-686 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
Chardonnay 7-38 111-
517 
N.A. N.A. N.A. N.A. 
Riesling 10-30.8 0.7-275 N.A. N.A. <1.9 0.6-1.8 
Pinot Grigio 23-27 338-
467 
N.A. N.A. N.A. N.A. 
Melon B. 0.4-1.05 0.08-
0.2 
N.A. N.A. 1.77 n.d. 
Gewurztraminer 52.9-65.2 5.6-7.1 N.A. N.A. 0.5-0.8 0.1-0.2 
Petite Arvine 18-85 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
Cabernet 
Sauvignon 
2.1-2.2 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
Merlot 1.66-3.5 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 
Koshu 2.2-11 4.1-
40.7 
N.A. N.A. N.A. N.A. 
Black value: (Peña-Gallego, Hernández-Orte, Cacho, & Ferreira, 2012) 
Blue value: (Bonnaffoux, Roland, Rémond, Delpech, Schneider, & Cavelier, 2017; Capone, Pardon, Cordente, & 
Jeffery, 2011) 
 
 
 
Figure 7 - Relationship between precursors derived from cysteinyl S-conjugates to 3MH during AF (adapted 
from (Bonnaffoux, Delpech, Rémond, Schneider, Roland, & Cavelier, 2018)). 
 
Another study found different conversion yields, especially for G-3MH. For example, Roland 
et al. calculated a conversion yield for G-3MH of 3% (Roland, Schneider, Le Guernevé, 
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Razungles, & Cavelier, 2010). Therefore, this difference could be attributable to the assimilable 
nitrogen, which might be different from one must to another. Although numerous precursors of 
varietal thiols have been elucidated, the correlation between the concentration of thiols in wines 
and the amount of precursors found in musts is not verified (Pinu, Jouanneau, Nicolau, Gardner, 
& Villas-Boas, 2012). That means, other parameters drive thiol release from precursors. 
Furthermore, the low conversion yields remain problematic.  
 
Influence of viticultural and oenological processes on thiol contents 
The evolution of the aromatic potential, responsible for the release of varietal thiols, was studied 
in order to better understand the biogenesis of these precursors in berries during maturation. A 
study on the evolution of cysteinyl precursors in bunches of Sauvignon blanc one month before 
the grape harvest showed a great variability in the precursor content, which would probably 
depend on the chemical composition of the berry (assimilable nitrogen for example) (Peyrot 
des Gachons, Tominaga, & Dubourdieu, 2000). The combination of sulfur and nitrogen foliar 
supply in Sauvignon blanc vines increases the varietal thiol contents in the resulting wines, but 
the authors didn’t report an enhance of precursors (Lacroux, et al., 2008).  However, ammonium 
fertilization increases cysteine S-conjugates to 3MH, 4MMP and 4MMPOH. The maturation 
directly affects the concentration of certain precursors in Sauvignon blanc (Cys-3MH, G-3MH 
and G-4MMP) by increasing their initial amount in berries (Roland, Vialaret, Razungles, Rigou, 
& Schneider, 2010). The water deficit impacts the concentration of cysteinyl precursors in 
Sauvignon blanc grapes. The amount of Cys-3MH increase with a moderate water deficit, in 
contrary to Cys-4MMP (cases in Bordeaux conditions with a moderate water deficit) (Choné, 
2001). Others pedoclimatic conditions play an important role on thiol content. Indeed, high 
temperatures seem to promote the presence of 3MH and 3MHA in Colombard wines. Overall, 
the aromatic contents obtained on clay-limestone soils are slightly higher than those on acidic 
sandy-clay soils (Dufourcq, 2003).  
Cysteinylated and glutathionylated precursors of 3MH and 4MMP are mainly located in the 
skin (Sauvignon blanc and Melon B.) (Peyrot des Gachons, Tominaga, & Dubourdieu, 2002a). 
Recently, Jeffery reports data on 3MH precursor concentration for Sauvignon blanc grapes 
undergoing different treatments (Jeffery, 2016). It appears that hand-harvesting yielded lower 
precursor concentrations than machine harvest due to the limiting berry damage, precursor 
extraction and the enzymatic mechanisms generated. Similarly, precursors increased during 
transport or storage of grapes, for the same reason as previously. The precursors of thiols 
subjected to increasing doses of SO2 added at harvest decreases proportionally, maybe due to 
an inhibition of enzymatic reactions (Capone & Jeffery, 2011; Capone, Sefton, & Jeffery, 
2012). Some studies showed that Cys-3MH increases in rosé musts of Merlot and Cabernet 
Sauvignon as a result of prolonged skin maceration (Murat, Tominaga, & Dubourdieu, 2001). 
A prefermentative pressing cycle in the wine cellar increased varietal thiol precursors. 
Prefermentative cold storage of the must on their lees did not influence the concentration of 
Cys-3MH and G-3MH in Sauvignon blanc must. However, the content of 3MH and 3MHA in 
resulting wines increased significantly and proportionally to the duration of on-lees must cold 
storage. This increase could be due to the formation of other thiol precursors, during 
prefermentative operations (Roland, Schneider, Charrier, Cavelier, Rossignol, & Razungles, 
2011).  
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During AF, varietal thiols are released by Saccharomyces Cerevisiae yeast through its beta-
lyase activity. Some of them have demonstrated their ability to release varietal thiols under 
oenological conditions (Dubourdieu, Tominaga, Masneuf, Peyrot des Gachons, & Murat, 2006; 
Howell, et al., 2004; Murat, Masneuf, Darriet, Lavigne, Tominaga, & Dubourdieu, 2001; 
Swiegers, Francis, Herderich, & Pretorius, 2006). Furthermore, a cofermentation with a non S. 
cerevisiae yeast (Pichia kluyveri) can generates more 3MH and 3MHA in Sauvignon blanc 
wine (Anfang, Brajkovich, & Goddard, 2009) and similarly, an interspecific hybrid (S. 
cerevisiae X S. bayanus) was found to enhance the 4MMP concentration compared to its parent 
S. cerevisiae. Other parameters can influence the release of varietal thiols, especially the 
fermentation temperature. Indeed, AF conducted at 20°C instead of 13°C was found to increase 
3MH, 3MHA and 4MMP concentrations in wine (Masneuf-Pomarède, Mansour, Murat, 
Tominaga, & Dubourdieu, 2006) and warmer conditions (around 28°C) result in larger content 
of 4MMP. In this latter case, the results seem to be dependent on the yeast strain used (Howell, 
et al., 2004). A few studies highlight precursors transport in the yeast cell required for their 
cleavage. In S. cerevisiae, the main transporter of G-3MH and G-4MMP inside the cell is OPT1, 
while GEX1 expels these precursors out of the cell (Cordente, Capone, & Curtin, 2015; 
Dhaouia, et al., 2011). In the same way, only YBT1 seems to play a role in the transport of G-
3MH into the vacuole. Different degradations of glutathione S-conjugates involved into the 
vacuole or the cytosol through aminopeptidase to obtain GluCys, CysGly and cysteine S-
conjugates (Cordente, Capone, & Curtin, 2015). Finally, release of 3MH and 4MMP from their 
corresponding cysteine precursors is mediated by STR3 and IRC7 (Holt, et al., 2011; Roncoroni, 
et al., 2011; Thibon, Marullo, Claisse, Cullin, Dubourdieu, & Tominaga, 2008). 
Very recently, Takase et al. study the bioconversion of 3MH precursors into 3MH by lactic acid 
bacteria. Among species tested, Lactobacillus plantarum is able to metabolised Cys-3MH and 
CysGly-3MH to produce 3MH (Takase, Sasaki, Kiyomichi, Kobayashi, Matsuo, & Takata, 
2018). However, those results were obtained either in culture medium or on a must, without the 
interference of AF. Thus oenological conditions need to be tested to confirm this observation 
since few lactic acid bacteria (except Oenococcus oeni) are resistant to these particular 
conditions.  
 
During aging, the wine will undergo structural and aromatic modifications, while some wines 
increase their value and quality as they age, others might deteriorate over time, especially wines 
susceptible to oxidation. Thiols are chemically unstable because they are easily oxidable in 
disulfide, even under mild oxidative conditions (Hofmann, Schieberle, & Grosch, 1996; 
Roland, Delpech, Dagan, Ducasse, Cavelier, & Schneider, 2016; Sarrazin, Shinkaruk, Pons, 
Thibon, Bennetau, & Darriet, 2010). Possible mechanisms of thiol trapping were involved in 
the presence of oxygen (Nikolantonaki, Chichuc, Teissedre, & Darriet, 2010), through the 
Fenton reaction (Danilewicz, 2003; Waterhouse & Laurie, 2006). The oxygen transfer rate 
during the storage is dependent of the type of stopper (synthetic, cork). In fact, synthetic 
stoppers are known for their oxygen barrier properties (Lopes, Saucier, & Glories, 2005; Lopes, 
Saucier, Teissedre, & Glories, 2006). Nevertheless, the use of cork could cause an absorption 
of certain volatile compounds into the stopper that is called scalping. This phenomenon could 
be responsible for the loss of aroma in Sauvignon blanc by trapping 3MH and 3MHA 
(Brajkovich, et al., 2005). However, it must be kept in mind that the total absence of oxygen, 
especially in white wines, results in the production of reduced dominant odors. A compromise 
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must be made to protect the aromas of white wines from oxidation without the formation of 
reduced compounds. The aging on lees before bottling could be a solution, similarly as natural 
glutathione or SO2 adding which have a protecting effect against the loss of fruity notes in wines 
(Blanchard, Darriet, & Dubourdieu, 2004; Brajkovich, et al., 2005). 
 
Oenological tannins 
Oenological tannin formulations are used in winemaking for the different contribution they can 
give to the wine (colour stability for example).  
Cys-3MH and G-3MH were identified for the first time in those formulations, from different 
biological sources (Grapes, tea, trees, etc …). Very high contents were found in grape skin 
tannins (Larcher, Tonidandel, Nicolini, & Fedrizzi, 2013), that could be considered as residue 
from  tannins extraction: 
- Cys-3MH (between around 0.3 and 200 mg.kg-1, median = 9.1 mg.kg-1) 
- G-3MH (between around 0.2 and 138 mg.kg-1, median = 10.1 mg.kg-1) 
These technological processing aids or additives can be used as a potential aroma of passion 
fruit and grape fruit for wine. Oenological tannins could be added before or during AF to allow 
the yeast to release 3MH in wine. However, oenological tannin addition must be carry on 
carefully since they can negatively impact on wine sensory character even if those authors 
didn’t observe detrimental effect at the dosage used (Harbertson, Parpinello, Heymann, & 
Downeyd, 2012; Larcher, Tonidandel, Nicolini, & Fedrizzi, 2013). 
 
3.2.2. Hops and malts: mechanisms and precursors 
 
Occurrence of thiol precursors in both malts and hops was firstly hypothesized in 2008 (Toru 
Kishimoto, Morimoto, Kobayashi, Yako, & Wanikawa, 2008) and few years later, Cys-3MH 
was identified in hop (Gros, Peeters, & Collin, 2012). Cys-3MH was considered as precursor 
of 3MH thanks to an enzymatic degradation promoted by the yeast during bottle re-fermentation 
or during Belgian beer ageing (Nizet, Gros, Peeters, Chaumont, Robiette, & Collin, 2013; Tran, 
Cibaka, & Collin, 2015). The first quantification of Cys-3MH revealed that Cys-3MH might be 
present until 1641 ppb as 3MH equivalent in Cascade hop variety (Gros, Tran, & Collin, 2013). 
In addition to Cys-3MH, three others precursors of 3MH and 4MMP were identified and 
quantified into several hop varieties (Chinook, Saaz, Barbe Rouge, Cascade, Mistral, Aramis 
Alsace, Strisselspat and Mandarina) using direct LC-MS/MS analysis and SIDA (Stable isotope 
dilution assay) (Roland, et al., 2016): 
- Cys-3MH: between around 0.130 (Mandarina) and 1.1 mg.kg-1 (Barbe Rouge) 
- G-3MH: between around 1.3 (Barbe Rouge) and 19 mg.kg-1 (Cascade) 
- Cys-4MMP: between around 0.005 (Saaz) and 0.04 mg.kg-1 (Strisselspat) 
- G-4MMP: quantified only in Chinook at 0.01 mg.kg-1 
 
In this study, the distribution of thiol precursors in different hop varieties seems to be very 
different. Thiol precursors in those variety are mainly 3MH precursors and G-3MH represented 
more than 80 % of the total amount of thiol precursors, except for Barbe Rouge hops where the 
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levels of Cys-3MH and G3MH are quite similar. Furthermore, the total amount of thiol 
precursors is highly dependent of the hop varieties. 
 
We have to point out that, contrary to grapes, hops are also rich in free thiols. The proportion 
of free/bounded thiols (i.e. as thiol precursor) depends on the thiols considered (3MH or 4MMP 
and in a lesser extent on the hop variety): less than  1% for 3MH free/bounded fraction in 
Chinook and Barbe Rouge; up to 23% or 95% for 4MMP free/bounded fraction of Chinook or 
Saaz hops respectively (Roland, et al., 2016). Similar experiments on 3MH revealed that 
free/bounded fraction ratios are closed to 2% for Citra, 4% for Tomahawk and 7% for Cascade 
(Cibaka, Gros, Nizet, & Collin, 2015). Roland et al. also tried to build some hypotheses about 
thiol origins from different categories of beer (Pale ale, Belgium origin, IPA, Pils and 
experimental beers). They observed an important variability of thiol contents in the same 
category of beers. The authors were surprised to observe that 3MHA occurred practically only 
in experimental beers with a level higher than those of 3MH. It can be explained by the specific 
yeasts or fermentation conditions used during the elaboration of the experimental beers. 
Another counter-intuitive fact is that IPA beer, with intensive hopping, contains relatively low 
levels of 3MH (less than 180 ng.L-1). Thereby, hops might not be the only source of thiol and 
thiol precursors for beers. Malts was hypothesized as another source (T.  Kishimoto, Wanikawa, 
Kono, & Shibata, 2006). Other precursors need to be investigated and other precursors should 
be identified, based on those identified in the grape must: CysGly-3MH, GluCys-3MH, G-
3MH-Al and its bisulfite. 
 
Other mechanisms of thiol formation have been highlighted more than 60 years ago. Indeed, a 
formal mechanism was described for the 3MBT formation which involved isohumulones 
(Kuroiwa & Hashimoto, 1961). In fact, these compounds absorbed light to give a radical 
reaction and release a carbonyl radical. Then, a decarbonylation to a dimethyl allyl radical, 
followed by a reaction including a thiol radical from a sulfur source generates 3MBT (Figure 
8). More recently, this mechanism was fully detailed and comprehensively described (De 
Keukeleire, Heyerick, Huvaere, Skibsted, & Andersen, 2008).  
 
 
Figure 8 - UV light degradation of 3MBT from isohumulones degradation 
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3.2.3. Rices and Sake: mechanisms and precursors 
 
Up to now, only one publication pointed out the contribution of 4MMP to the aroma of sake 
and the putative mechanisms for its genesis (Iizuka-Furukawa, Isogai, Kusaka, Fujii, & Wakai, 
2017). However, G-4MMP was identified in two different sake (Mizuhonoka sake and Gin-
ohmi sake) and in two different rices (Mizuhonoka rice and Gin-ohmi rice) and in koji. In 
contrast, Cys-4MMP was not detected in sake, rice of Mizuhonoka and Gin-ohmi and koji, 
probably due to the limits of detection of Cys-4MMP (23 µg/L). The authors highlight the 
release of 4MMP during AF from a model medium with addition of synthesized Cys-4MMP 
and G-4MMP in the absence and presence of sake yeast (Figure 9). The authors concluded that 
4MMP was released from both Cys-4MMP and G-4MMP by sake yeast. However, the 
relationship between G-4MMP or Cys-4MMP and their corresponding thiol have not been 
formally certified because no filiation in the sake has been made yet. 
 
Considering the lack of data available for the sake production context, further studies have to 
be performed in order to investigated the rice-growing condition impact (cultivars, water status, 
nitrogen fertilization) or the process impact (rice drying and storage, fermentation conditions, 
final product bottling and storage, …) to better understand the release mechanisms during sake 
production. 
 
 
Figure 9 – Release of 4MMP from synthesized G-4MMP and Cys-4MMP during AF using sake yeast from a 
model medium. 
 
3.3. Formation of thiols in non-fermented juice fruits  
 
Different exotic fruit has been investigated. For durian, few references in literature discuss the 
precursors and mechanisms of thiols in durian. Bacteria  in the arils (fleshy envelope developed 
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around the seed) of the fruit could be part of the mechanism release of thiol (Suhandono & 
Utari, 2014). In fact, these bacteria could catalyse the enzymatic release of hydrogen sulphide 
and methanethiol from cysteine or methionine respectively (Cannon & Ho, 2018), which can 
be extended to all thiols in durian presented in Table 1. 
 
For guava, the concentrations of 3MH and 3MHA evolve differently during maturation 
according to the variety of the guava. Concerning pink guava, these thiols increase from green 
to overripe, which is the opposite for white guava (Sinuco, Steinhaus, Schieberle, & Osorio, 
2010). The authors attempted to isolate and treat precursors with -lyase, but without produce 
3MH. Instead, they hypothesized that unsaturated carbonyls, especially (E)-2-hexenal could be 
the pathway to the 3MH formation. 
 
Passion fruit is the most documented fruit concerning release mechanisms of thiols. The first 
3MH precursor identified in a passion fruit juice from La Réunion was Cys-3MH. It was 
identified using trimethylsilylation and then GC-MS analysis (Tominaga & Dubourdieu, 2000). 
More recently, three other S-conjugates precursors (G-3MH, CysGly-3MH and GluCys-3MH) 
were identified (Fedrizzi, et al., 2012). 
These precursors were identified by LC-MS comparing the retention time of the compounds 
naturally present in the passion fruit and those synthesized. 
With the identification of these compounds, the authors proposed a hypothetical pathway for 
the biogenesis of 3MH (Figure 7; in planta and without yeast). Indeed, G-3MH could be 
degraded with the cleavage either of the glutamate moiety by a γ-glutamyl transferase (Grzam, 
Martin, Hell, & Meyer, 2007) or with the removal of the glycine residue by a carboxypeptidase 
(Wolf, Dietz, & Schröder, 1996) to give the CysGly-3MH and γGluCys-3MH respectively. 
Then, CysGly-3MH (or γGluCys-3MH) could be degraded by a carboxypeptidase (or γglutamyl 
transferase) to obtain the Cys-3MH. 
 
Others hypotheses were discussed for the formation of 3MHA through the esterification of 
3MH with the corresponding acid (Tressl & Albrecht, 1986). More recently, it was discovered 
enzymes in the passionfruit located in the mesocarp, that could hydrolyse thioesters to their 
respective thiols (Edwards, Tapp, Cummins, & Brassington, 2008). This could also explain the 
formation of 3MH and 3MHA. 
 
4. Conclusion 
 
Thiols and their precursors are widely studied in beverages and food industry and a lot of release 
mechanisms were elucidated. It is interesting to note that several precursors, especially 
glutathione S-conjugate derivatives were identified in different plant raw materials, such as 
grape (and must), tannin, fruits, hop, malt and rice. Except for the passion fruit, all these plants 
after AF of must, rice or hop and malt can release varietal thiols according to the same 
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mechanism: a -lyase induced by a fermentative yeast. However, and except for grape and 
wine, there is a lack of knowledge about the hypothetical inter-conversion between these 
glutathione S-conjugates derivatives. In grape and wine, release mechanisms are widely studied, 
contrary in rice and sake.  
Concerning thiols, several compounds, such as 3MMB, are present in different beverages (wine, 
beer and coffee). The mechanisms during roasting coffee such as the genesis of 3MMB and 
3MBT from prenyl alcohol, could be extended to beer and red wine during high temperatures 
process (such as thermovinification heats process for example). However, it is important to 
notice that the roasting process is done by dry way while the vinification by wet way, which 
involved different mechanisms. Maillard reaction formations exist in wine (Marchand, de 
Revel, Vercauteren, & Bertrand, 2002), but they occurred mainly during storage over a very 
long period.  
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4 .  O b j e c t i f s  d e  l a  t h è s e  e t  o r g a n i s a t i o n  d e  l a  
r e c h e r c h e  
 
 Plusieurs familles de précurseurs ont été identifiées dans le raisin et le moût. Elles sont 
listées dans la revue présentée dans la partie précédente. Ainsi, plusieurs voies de biogenèse 
des thiols variétaux dans les vins ont été élucidées, impliquant les cystéines S-conjugués (Cys-
3MH et Cys-4MMP), les glutathions S-conjugués (G-3MH, G-3MH-Al, G-3MH-SO3 et G-4MMP), 
et l’(E)-hex-2-ènal. En s’intéressant à l’origine du 3MH dans le vin, seuls les travaux de Subileau 
et al. ont permis, avec précision et en milieu naturel, de donner un rendement de conversion du 
Cys-3MH, et ainsi d’estimer que seulement 3 à 7 % du 3MH produit provient de ce 
précurseur (Subileau, et al., 2008). En ce qui concerne les S-conjugués au glutathion, Roland et 
al. ont montré que le G-3MH était responsable de 3 % du 3MH total produit (Roland, et al., 2010a). 
La contribution de son analogue aldéhyde et son adduit bisulfite, identifiés récemment, est 
estimée à environ 1 % (Thibon, et al., 2016). Enfin, environ 10 % de l’origine du 3MH peut être 
expliquée par l’(E)-hex-2-ènal (Schneider, et al., 2006). Ainsi, au total, seulement 17 à 21 % de 
l’origine du 3MH est expliquée dans le vin. En vue d’étudier et de mieux comprendre l’origine des 
thiols variétaux, d’autres pistes de précurseurs doivent être explorées. 
 
 Parmi les composés susceptibles d’être précurseurs de thiols variétaux, les formes 
dipeptidiques S-conjuguées complémentaires du glutathion S-conjugués peuvent être des 
candidats de choix (Figure 4). 
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Figure 4 | Les formes dipeptidiques S-conjugués au 3MH. 
 
 Parmi ces dipeptides S-conjugués, seul le CysGly-3MH a déjà été identifié dans un moût 
de Sauvignon blanc provenant de baies ayant subies un transport de longue durée (12 heures) ; 
ce transport pouvant impacter l’extraction des précurseurs (Capone, et al., 2011a). Son rôle de 
précurseur n’a cependant jamais été élucidé. C’est pourquoi, dans notre recherche de nouveaux 
précurseurs, les dipeptides S-conjugués au 3MH (CysGly-3MH et GluCys-3MH), au 3MHAl 
(CysGly-3MHAl et GluCys-3MHAl), ou à la 4MMP (CysGly-4MMP et GluCys-4MMP) sont 
particulièrement étudiés. De plus, ces composés pourraient être de possibles intermédiaires entre 
les glutathionylés et les cystéinylés S-conjugués. En effet, l’hypothèse d’inter-conversions entre 
ces différents précurseurs a déjà été formulée (Fedrizzi, et al., 2012; Peyrot des Gachons, et al., 
2002). Des suivis de leur évolution dans les moûts et en fermentation ont donc été menés pour 
élucider d’éventuelles inter-conversions. 
 
 Les objectifs de mon travail de thèse ont donc été : 
- d’identifier de nouvelles formes de précurseurs pour contribuer à une meilleure 
connaissance du potentiel aromatique de type thiols des raisins. J’introduirai mon travail 
en commençant par un premier chapitre sur l’identification et la quantification d’un 
nouveau composé susceptible d’être un précurseur d’un thiol variétal, faisant intervenir la 
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synthèse organique pour l’obtention de standards internes, et l’analyse pour l’identification 
et la quantification de ces composés dans le moût ; 
- d’établir d’éventuelles réactions d’inter-conversions entre les précurseurs au cours de la 
FA, qui constituera mon deuxième chapitre. J’exposerai donc les différentes inter-
conversions possibles entre les précurseurs, leur rendement de conversion ainsi que leur 
contribution à l’origine des thiols variétaux dans le vin, grâce à une expérimentation sur 
des moûts enrichis en composés marqués ; 
- de fournir des pistes permettant, aux étapes pré-fermentaire et fermentaire, une meilleure 
exploitation  de ce potentiel. Je présenterai les résultats, obtenus à travers des 
expérimentations techniques en cave pilote dans mon troisième chapitre. 
 
 Ce travail s’inscrit ainsi dans un registre pluridisciplinaire, faisant intervenir la synthèse 
organique, le développement analytique, et la mise en place d’expérimentations œnologiques en 
cave à l’échelle pilote.    
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
C H A P I T R E  1  |  I d e n t i f i c a t i o n  e t  q u a n t i f i c a t i o n  
d u  G l u C y s - 3 M H ,  u n  p r é c u r s e u r  d e  t h i o l  
p o t e n t i e l  
 
 
 Ce premier chapitre est structuré en cinq sections. La première présente les différentes 
méthodes de synthèse des précurseurs de thiols variétaux dérivés de la cystéine S-conjuguée. 
La deuxième section se focalise sur deux méthodes de synthèse développées au cours de la 
thèse, afin d’obtenir les dipeptides S-conjugués au 3MH, au 3MHAl, à la 4MMP, et leurs 
analogues deutérés. Puis, la troisième section décrit les techniques analytiques utilisées pour 
doser les précurseurs de thiols, à travers des méthodes indirectes par GC-MS, ou directes par 
HPLC-MS. La quatrième section est dédiée au développement d’une méthode d’analyse pour 
identifier et quantifier les dipeptides S-conjugués synthétisés. Enfin, la cinquième section 
présente l’article 1, qui résulte de l’ensemble des résultats de ce chapitre.  
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1 .  L e s  m é t h o d e s  d e  s y n t h è s e  d e s  p r é c u r s e u r s  
d e  t h i o l s  v a r i é t a u x  
 
1.1. Les cystéines S-conjuguées 
 
 Les premières synthèses des cystéinylés S-conjugués ont été développées par Tominaga 
et al. en 1998 (Tominaga, et al., 1998b). Ces précurseurs ont été obtenus via une addition de 
Michael de la L-cystéine chlorhydrate sur l’oxyde de mésityle (pour la Cys-4MMP) ou sur l’(E)-
hex-2-ènal, suivie d’une réduction avec NaBH4 (pour le Cys-3MH) (Schéma 1). Cependant, ni les 
produits intermédiaires ni les produits finaux n’ont été caractérisés par RMN dans cette étude et 
aucun rendement n’est mentionné.  
 
Schéma 1 | Synthèse du Cys-3MH et de la Cys-4MMP selon Tominaga et al. 
 
 Différents travaux ont montré que la formation du Cys-3MH est fortement corrélée à la 
réactivité de la fonction amine conditionnée par le milieu réactionnel, notamment par son pH. Le 
même constat a pu être observé concernant la Cys-4MMP (Starkenmann, 2003; Wakabayashi, 
et al., 2004). Pour éliminer la réactivité de l’amine lors de l’addition de Michael, une méthode de 
synthèse a été développée faisant intervenir une Boc-L-cystéine (Dagan, 2006; Starkenmann, 
2003). Ensuite, une étape de déprotection a permis d’obtenir les cystéinylés S-conjugués au 3MH 
ou à la 4MMP avec un rendement de 57 %. 
 
 Suite à ces études, une méthode de synthèse diastéréosélective a été développée afin 
d’obtenir séparément les formes 3R et 3S du Cys-3MH (Figure 5), avec une grande pureté 
isomérique (>98 %). En effet, après l’addition de Michael entre la cystéine protégée et 
l’(E)-hex-2-ènal, la séparation des diastéréoisomères a été réalisée sur silice en utilisant un éluant 
ternaire (Pardon, et al., 2008). 
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Figure 5 | Les formes diastéréoisomériques 3S et 3R du Cys-3MH. 
  
1.2. Les glutathions S-conjugués 
 
 Le G-3MH a été synthétisé pour la première fois à partir du glutathion et de 
l’(E)-hex-2-ènal via une addition de Michael, en utilisant la méthode décrite par Tominaga et al. 
pour l’équivalent cystéinylé (Peyrot des Gachons, et al., 2002). Cette méthode de synthèse 
permet d’obtenir un produit avec une pureté de 98,5 % sans mentionner de rendement. Quelques 
années plus tard, Roland et al. ont adopté une stratégie différente impliquant des groupements 
protecteurs, qui permettent d’augmenter la solubilité des composés intermédiaires dans les 
solvants organiques et ainsi d’améliorer le rendement des différentes étapes (Schéma 2) 
(Roland, et al., 2010a). 
 
 
Schéma 2 | Synthèse du G-3MH selon Roland et al. 
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 La G-4MMP a été obtenue pour la première fois via une addition de Michael entre le 
glutathion et l’oxyde de mésityle avec un rendement de 79 %. Le produit a été caractérisé par 
RMN sans indication de pureté (Fedrizzi, et al., 2009). 
 
 Enfin, le G-3MHAl et le G-3MH-SO3 ont été synthétisés très récemment (Thibon, et al., 
2016). En effet, le G-3MHAl a pu être obtenu via une addition de Michael classique entre le 
glutathion et l’(E)-hex-2-ènal sans étape de réduction. Puis, le G-3MH-SO3 a été obtenu à partir 
du G-3MH-Al en présence de métabisulfite de sodium (Schéma 3). 
 
 
Schéma 3 | Synthèse du G-3MHAl et du G-3MH-SO3 selon Thibon et al. 
 
 
1.3. Les dipeptides S-conjugués 
 
 La méthode de synthèse des dipeptides S-conjugués au 3MH a été développée dans le 
cadre de l’identification des intermédiaires impliqués dans la voie de biosynthèse du 3MH dans 
le fruit de la passion (Fedrizzi, et al., 2012). Elle s’apparente aux synthèses des S-conjugués de 
la cystéine ou du glutathion via l’addition de Michael (Schéma 4). 
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Schéma 4 | Synthèse du CysGly-3MH et du GluCys-3MH selon Fedrizzi et al. 
 
 Aujourd’hui, en dehors de nos travaux, aucune méthode de synthèse n’a été développée 
pour préparer les dipeptides S-conjugués au 3MHAl et à la 4MMP. 
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2 .  S y n t h è s e  d e s  d i p e p t i d e s  S - c o n j u g u é s  a u x  
3 M H ,  3 M H A l  o u  4 M M P  
 
 Dans l’optique d’identifier et quantifier de nouveaux précurseurs de thiols variétaux, 
utilisant une méthode analytique performante, il est important d’obtenir des standards fiables. En 
effet, l’utilisation de standards internes marqués isotopiquement permet la quantification de 
composés avec une haute précision (Roland, et al., 2010b). C’est pourquoi nous avons développé 
une méthode de synthèse de six précurseurs potentiels et de leurs analogues marqués (Figure 
6). 
 
 
Figure 6 | Structure des dipeptides S-conjugués au 3MH, 3MHAl et 4MMP. Les protons en vert correspondent 
aux positions deutérées lors de la synthèse des molécules marquées. Les azotes en bleus correspondent aux 
positions de marquages possibles (15N) dans l’optique d’étudier le devenir de la cystéine après clivage par la 
levure pendant la FA. 
 
 Notre choix s’est porté sur une méthode de synthèse multi-étapes. La synthèse des 
dipeptides S-conjugués au 3MH a déjà été développée via une addition de Michael de (E)-hex-
2-ènal sur le dipeptide CysGly ou GluCys en une seule étape (Fedrizzi, et al., 2012). Cependant, 
cette méthode de synthèse ne permet pas de marquer la partie cystéine de la molécule. En effet, 
il n’existe pas de dipeptides (CysGly ou GluCys) marqués sur la cystéine dans le commerce. Le 
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marquage de cette partie permettrait de suivre le devenir de la cystéine après clivage par la levure 
pendant la FA (Figure 6), et ainsi, de mieux comprendre les raisons des faibles rendements de 
conversion des précurseurs de thiols variétaux, inférieurs à quelques pourcents (Roland, et al., 
2010a; Roland, et al., 2010b; Subileau, 2008; Subileau, et al., 2008). Si l’étude du devenir de la 
cystéine n’a pas été développée pendant la thèse, elle fait partie des perspectives possibles du 
projet dans la compréhension des mécanismes enzymatiques au sein de la levure. 
 
2.1. Synthèse des GluCys S-conjugués 
 
Une stratégie de synthèse a été établie pour les composés GluCys S-conjugués (Schéma 5) : 
 
 
Schéma 5 | Stratégie de synthèse des composés GluCys S-conjugués. 
 
 Ainsi, le composé Boc-Glu-OtBu 3 a été obtenu à partir du Boc-Glu(OBzl)-OH 1 
commercial, en protégeant l’acide en ester, puis en déprotégeant l’acide de la chaîne latérale. Le 
couplage peptidique avec la L-cystine diméthyl ester 4 a permis d’obtenir, après réduction, le 
dipeptide GluCys 6 protégé. Enfin, une addition de Michael sur le composé 6 avec l’oxyde de 
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mésityle ou l’(E)-hex-2-ènal a permis d’obtenir certains des GluCys S-conjugués ciblés, après 
déprotection pour la GluCys-4MMP, ou après réduction et déprotection pour le GluCys-3MH. 
L’obtention de ces composés est issue d’un travail de développement et d’optimisation 
conséquent. Plusieurs essais infructueux ont été effectués avant d’établir la synthèse permettant 
d’obtenir les dipeptides S-conjugués. Ces synthèses ont été conduites plusieurs fois afin 
d’éprouver leur reproductibilité et d’obtenir plusieurs lots de dipeptides S-conjugués. Les 
réactions mises en jeu sont détaillées ci-dessous. 
 
 Boc-Glu(OBzl)-OH 1 a été estérifié pour donner Boc-Glu(OBzl)-OtBu 2 avec un 
rendement de 95 % et une excellente pureté. Puis, le composé 2 a été hydrogéné pour cliver 
sélectivement la fonction benzyl et obtenir le Boc-Glu-OtBu 3 avec un rendement de 96 % 
(Schéma 6). 
 
 
Schéma 6 | Synthèse de Boc-Glu-OtBu 3. 
 
 Ensuite, un couplage peptidique dans des conditions classiques entre le Boc-Glu-OtBu 3 
et la L-cystine diméthyl ester 4 a permis d’obtenir le composé 5 avec un rendement de 68 % et 
une excellente pureté. La réduction du pont disulfure génère le composé 6 qui est utilisé dans 
l’étape suivante sans purification à cause de l’oxydation rapide de la fonction thiol (Schéma 7) : 
 
 
Schéma 7 | Synthèse du dipeptide GluCys 6. 
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 L’addition de Michael du composé 6 sur l’oxyde de mésityle a permis de préparer la 
GluCys-4MMP protégé 7 (Schéma 8) : 
 
 
Schéma 8 | Synthèse de la Glu-Cys-4MMP protégée 7. 
 
 Cependant, la saponification de l’ester méthylique entraîne une dégradation du produit et 
n’a pas permis d’obtenir l’acide libre. De la même façon, la synthèse du GluCys-3MH n’a pas 
abouti. 
  
 Afin d’éviter l’étape de saponification, nous avons utilisé un autre substrat de départ 
faisant intervenir des esters tert-butyliques à la place des esters méthyliques (Schéma 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 En partant de la cystine di-tert-butylée et suivant les mêmes étapes de synthèse détaillées 
précédemment (couplage peptidique, réduction et addition de Michael), il a été possible de 
déprotéger simultanément en milieu acide les esters tert-butyliques et le groupement Boc afin 
d’obtenir la GluCys-4MMP (Schéma 10). 
Schéma 9 | Changement du groupement de protection de l’acide de 
la L-cystine. 
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Schéma 10 | Déprotection en milieu acide des groupements protecteurs. Exemple avec la γGluCys-4MMP. 
 
 Finalement, nous avons synthétisé les composés GluCys-3MH et GluCys-4MMP (avec 
90% et 62% de pureté respectivement), ainsi que leurs analogues deutérés GluCys-3MH-d2 et 
GluCys-4MMP-d7-10 (avec 67% et 92% de pureté respectivement). Ces derniers ont été obtenus 
selon la même méthode de synthèse, en utilisant l’(E)-hex-2-ènal-d2 et l’oxyde de mésityle-d10. 
Cette méthode de synthèse a fait l’objet d’une publication dans le journal Food Chemistry 
présentée à la fin de ce chapitre. 
 
 Concernant la synthèse du GluCys-3MHAl, l’addition de Michael sur (E)-hex-2-ènal n’a 
pas permis d’obtenir le dipeptide 9 en quantité suffisante (Schéma 11) :  
 
Schéma 11 | Synthèse de 9 et des sous-produits. 
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 Après 3 jours d’agitation, le produit 9 a pu être formé dans le mélange réactionnel, avec 
la consommation totale du substrat de départ 6. Cependant, après lavage et concentration du 
mélange réactionnel, l’analyse par HPLC-MS a révélé l’aldolisation du dipeptide 9 protégé. De 
plus, le substrat de départ 6 a été reformé, ainsi que sa forme oxydée 5. 
 
 Pour éviter la dégradation du produit, notamment l’aldolisation du composé 9, nous avons 
développé une méthode de synthèse alternative faisant réagir le dipeptide protégé 6 avec l’amide 
de Weinreb. En effet, l’amide de Weinreb est régulièrement utilisée comme méthode fiable de 
synthèse des cétones ou des aldéhydes (Nahm, et al., 1981). Dans notre cas, le principal 
avantage de cette méthode est qu’elle évite l’aldolisation de l’(E)-hex-2-ènal sur le composé 9, 
en supprimant la réactivité de la fonction aldéhyde. 
 
 Ainsi, il a été possible de faire réagir l'amide de Weinreb synthétisé 14 (rendement de 
75 %) et le composé 6 afin d’obtenir le dipeptide pur 9' avec un rendement de 64 % (Schéma 
12). 
 
Schéma 12 | Synthèse de l’amide de Weinreb 14 à partir de l’acide hexènoïque et synthèse du dipeptide 9'. 
  
 Malheureusement, après réduction de l’amide de Weinreb en présence de LiAlH4, 
l’aldolisation de l’aldéhyde n’a pas permis d’isoler le dipeptide 9. C’est pourquoi la synthèse du 
GluCys-3MHAl et du CysGly-3MHAl a été abandonnée. En revanche, le développement d’une 
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méthode alternative permettant de quantifier ces dipeptides S-conjugués indirectement est en 
cours. Cette méthode fait intervenir ces dipeptides S-conjugués au 3MH avec leur adduit bisulfite 
(CysGly-3MH-SO3 et GluCys-3MH-SO3) ainsi que leurs analogues deutérés. Ces composés ont 
été synthétisés en une seule étape à travers une addition de Michael. Les conditions sont basées 
sur la synthèse du G-3MH-SO3 (Thibon, et al., 2016). 
 
 Ainsi, l’addition de Michael du GluCys 15 sur l’(E)-hex-2-ènal a permis d’obtenir le 
GluCys-3MH-SO3 16 non purifié (64% de pureté par titration RMN 1H) (Schéma 13). Selon le 
même protocole, le GluCys-3MH-SO3-d3 a été synthétisé en utilisant l’(E)-hex-2-ènal-d2 et du 
D2O (61% de pureté par titration RMN 1H). 
 
 
Schéma 13 | Synthèse du GluCys-3MH-SO3 16. 
 
 
2.2. Synthèse des CysGly S-conjugués 
 
 Une méthode de synthèse a été développée pour les composés CysGly S-conjugués au 
3MH ou à la 4MMP (Schéma 14), inspirée de la méthode de synthèse des GluCys S-conjugués. 
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Schéma 14 | Synthèse des composés CysGly S-conjugués au 3MH ou à la 4MMP. 
 
 La première étape est un couplage peptidique dans des conditions classiques entre 
H-Gly-OtBu et la di-Boc-L-cystine 17 (tous les deux commerciaux), conduisant de façon 
surprenante à un mélange de dipeptides polysulfurés. En effet, l’analyse LC-HRMS a montré une 
incorporation multiple d’atomes de soufre (Figure 7).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 L’identification des produits par HRMS ne laisse aucun doute. mais nous n’avons trouvé 
aucun antécédent dans la littérature et ne pouvons pas proposer à ce stade d’explication 
satisfaisante. Cependant, ce phénomène n’a pas perturbé l’étape suivante, puisque tous les 
Temps de rétention Formule brute 
2.01 C28H50N4O10S2 
2.06 C28H50N4O10S3 
2.14 C28H50N4O10S4 
2.22 C28H50N4O10S5 
Figure 7 | Chromatogramme avec détection UV (214 nm) obtenu par HPLC avec les 4 dipeptides polysulfurés (à 
gauche). Corrélation entre le temps de rétention et la formule brute obtenue par LC-HRMS (à droite). 
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polysulfures ont été réduits en thiols libres, permettant d’obtenir le dipeptide CysGly 17 (Schéma 
15). 
 
 
Schéma 15 | Synthèse du dipeptide Boc-CysGly-OtBu 19. 
 
 Dans le but d’obtenir le composé CysGly-4MMP, l’addition de Michael du composé 19 sur 
l’oxyde de mésityle a permis de préparer le CysGly-4MMP toujours protégé 20, avec un 
rendement sur 3 étapes de 23 %. Enfin, une dernière étape de déprotection en milieu acide a 
permis la formation du composé CysGly-4MMP 21 (Schéma 16). 
 
 
Schéma 16 | Synthèse du CysGly-4MMP 
 
 Il a ainsi été possible de synthétiser les composés CysGly-3MH et CysGly-4MMP ainsi 
que leurs analogues deutérés. Leur méthode de synthèse a fait l’objet d’une publication dans le 
journal Food Chemistry présentée à la fin de ce chapitre. 
 
 Comme expliqué dans la section 2.1., nous avons abandonné la synthèse du CysGly-
3MHAl. Toutefois, une alternative a été trouvée via les dipeptides S-conjugués au 3MH-SO3.  
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 Ainsi, l’addition de Michael du CysGly 25 sur l’(E)-hex-2-ènal a permis d’obtenir le CysGly-
3MH-SO3 26 non purifié (10% de pureté par titration RMN) (Schéma 17). Selon le même 
protocole, le GluCys-3MH-SO3-d3 a été synthétisé en utilisant l’(E)-hex-2-ènal-d2 et du D2O (21% 
de pureté par titration RMN). 
 
 
Schéma 17 | Synthèse du GluCys-3MH-SO3 26. 
 
 Pour finir, les dipeptides S-conjugués au 3MH-SO3 synthétisés peuvent être utilisés 
comme traceurs pour identifier et quantifier les dipeptides S-conjugués au 3MHAl. En effet, dans 
les moûts, les dérivés cystéinylés S-conjugués au 3MHAl sont en équilibre avec les formes 
3MH-SO3. Cet équilibre dépend notamment de la concentration en SO2 présent dans le moût. 
Ainsi, dans un moût fortement concentré en SO2 (4,5 mg/mL), l’équilibre est très fortement 
déplacé vers les formes bisulfites. Dans ces conditions, il est ainsi possible de doser les dérivés 
cystéinylés S-conjugués au 3MHAl, notamment le CysGly-3MH-SO3 et le GluCys-3MH-SO3. Le 
développement de la méthode est en cours, l’identification et la quantification de ces nouveaux 
composés font parties des perspectives envisagées dans le projet, afin d’étendre le panorama 
des précurseurs de thiols variétaux.  
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3 .  T e c h n i q u e s  a n a l y t i q u e s  d e  d o s a g e  d e s  
p r é c u r s e u r s  d e  t h i o l s  
 
3.1. Généralités  
 
 Il existe deux stratégies analytiques qui permettent l’identification et la quantification des 
précurseurs de thiols : les techniques directes et indirectes. 
 
Historiquement, les premières études ont été réalisées avec des techniques indirectes. 
Pour ce faire, une hydrolyse enzymatique des précurseurs est d’abord nécessaire pour libérer les 
arômes, qui sont ensuite analysés en utilisant la GC-MS. Une revue récente décrit précisément 
les méthodes d’analyses dédiées aux précurseurs de thiol (Peña-Gallego, et al., 2012). Cette 
section s’intéresse plus particulièrement à la description de ces techniques analytiques de 
dosage. 
 
 Les techniques directes d’analyse des précurseurs de thiols requièrent une étape 
d’extraction, de purification, puis d’analyse des extraits par GC-MS ou HPLC-MS. Selon la 
technique, la préparation d’échantillons varie : 
- soit ils subissent une dérivatisation pour les transformer en composés volatilisables, 
permettant ainsi leur quantification par GC ; 
- soit ils sont directement quantifiés par HPLC-MS. Il est cependant possible de dérivatiser 
des composés afin de modifier leurs propriétés chimiques. C’est par exemple le cas du 
glutathion qui peut être dérivatisé avec la N-ethylmaleimide (NEM) afin d’augmenter sa 
lipophilie (Roland, et al., 2015). Ce dernier cas ne sera pas développé car il ne concerne 
pas l’analyse de précurseurs de thiols variétaux. 
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3.2. Analyse des précurseurs par méthodes in directes 
  
 Les premiers précurseurs du 3MH et de la 4MMP identifiés sont les S-conjugués à la 
cystéine à travers une méthode analytique indirecte. Les précurseurs ont été percolés à travers 
une colonne contenant une enzyme de type tryptophanase, à activité secondaire C-S-lyase, pour 
provoquer un clivage enzymatique spécifique, libérant les thiols correspondants. Ils sont ensuite 
quantifiés par dilution isotopique selon une méthode précédemment décrite (Peyrot des Gachons, 
et al., 2000; Tominaga, et al., 1998a). Les auteurs rapportent une bonne sensibilité et 
reproductibilité de la méthode d’analyse, malgré l’utilisation d’étalons internes ne contenant qu’un 
seul atome marqué isotopiquement sur une position échangeable.  
 
 
3.3. Analyse des précurseurs par méthodes directes  
 
3.3.1. Méthodes directes par GC -MS 
  
 Dans les années 2000, l’analyse des précurseurs de thiols se faisait en grande majorité 
par GC-MS pour des raisons de coût, bien que ce type de substrat ne soit pas naturellement 
adapté à cette technique. Plus tard, l’accès aux systèmes de type HPLC-MS/MS dans les 
laboratoires de recherche a relancé les développements analytiques comme en témoigne la 
revue de Pena Gallego et al., 2012.  
 Afin d’analyser les précurseurs de thiols par GC-MS, il est nécessaire d’obtenir 
préalablement les dérivés volatils avant injection. Par exemple, la dérivatisation par silylation 
permet de réduire la polarité des composés, de les rendre plus volatils par substitution des 
hydrogènes acides et plus stables thermiquement.  En 2008, Shinkaruk et al. ont utilisé cette 
méthode en dérivatisant la Cys-4MMP avec la N,O-bis(trimethylsilil)trifluoroacetamide (BSTFA) 
et la trimethylchlorosilane (TMCS) (Shinkaruk, et al., 2008). La même année, cette équipe a testé 
différents agents de dérivatisation et montré que l’anhydride heptafluorobutyrique (HFBA) et 
HFOH donnent les meilleurs résultats de rendement de réaction de dérivatisation (Thibon, et al., 
2008; Thibon, et al., 2010). Enfin, deux années plus tard, Thibon et al. ont développé une nouvelle 
méthode d’analyse utilisant comme agent de dérivatisation le N-(tert-butyldiméthylsilyl)-N-
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méthyltrifluoroacétamide (MTBSTFA) avec le (tert-butyldiméthylchlorosilane) TBDMCM (Figure 
8) (Thibon, et al., 2010). 
 
Figure 8 | Quelques agents de dérivatisation utilisés pour quantifier les précurseurs par GC-MS et exemple de 
dérivatisation de la Cys-4MMP en présence de pyridine et d’un mélange TMCS/BSTFA (Shinkaruk, et al., 2008). 
 
3.3.2. Méthodes directes par HPLC-MS 
 
 Les méthodes directes par HPLC-MS sont aujourd’hui les techniques d’analyse les plus 
couramment utilisées pour identifier et quantifier les précurseurs. En effet, leur fiabilité et leur 
rapidité (pas de réaction de dérivatisation) ont permis de démocratiser cette technique employée 
par la plupart des équipes de recherche travaillant sur les précurseurs de thiols (Bonnaffoux, et 
al., 2017; Capone, et al., 2012; Jeffery, 2016; Roland, et al., 2016b; Thibon, et al., 2016). 
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4 .  D é v e l o p p e m e n t  d ’ u n e  m é t h o d e  d ’ a n a l y s e  
p o u r  l ’ i d e n t i f i c a t i o n  e t  l a  q u a n t i f i c a t i o n  d e s  
p r é c u r s e u r s  d e  t h i o l s  v a r i é t a u x  
 
 Dans le cadre de l’identification de nouveaux précurseurs de thiol, nous avons développé 
une méthode d’analyse par UPLC-MS/MS en utilisant la dilution isotopique comme technique de 
dosage. Cette technique analytique est classée comme une méthode d’étalonnage interne, car 
le standard utilisé est directement ajouté dans l’échantillon. L’étalonnage interne s’appuie sur la 
mesure du rapport des signaux entre le composé à doser, et l’étalon ajouté. En ce qui concerne 
la dilution isotopique, l’étalon ajouté est un analogue de l’analyte à doser, marqué isotopiquement. 
La similarité de propriété physico-chimiques entre l’analyte et son analogue marqué permet 
notamment de s’affranchir des erreurs inhérentes à la préparation d’échantillon et par ailleurs 
assure d’avoir des facteurs réponses semblables en chromatographie. C’est pour ces raisons 
que cette méthode est considérée comme l’une des plus fiables aujourd’hui. 
  
 À partir d’une méthode d’analyse existante par nanoLC-MS/MS dédiée aux précurseurs 
cystéinylés et glutathionylés (Cys-3MH, Cys-4MMP, G-3MH et G-4MMP) (Roland, et al., 2010c), 
nous avons inclus dans cette méthode les 8 nouveaux analytes (CysGly-3MH, CysGly-4MMP, 
GluCys-3MH, GluCys-4MMP et leurs analogues deutérés) préalablement synthétisés. La 
transposition analytique d’un système nanoLC-MS/MS (triple quadripôle Agilent) vers un 
appareillage de type UPLC-MS/MS (triple quadripôle Thermo) a nécessité d’optimiser les 
conditions de séparation et de détection chronologiquement en 3 étapes : 
- optimisation des conditions de détection par spectrométrie de masse en infusant des 
analytes dans le spectromètre de masse ; 
- optimisation de la méthode chromatographique permettant la séparation de tous les 
analytes ; 
- validation analytique de la méthode sur moût blanc, selon les recommantions de l’OIV. 
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4.1. Opt imisat ion des condit ions de détection  par spectrométrie de masse  
 
 Le développement de la méthode a tout d’abord consisté à optimiser les paramètres du 
triple quadripôle pour l’analyse des échantillons en mode MRM. Cette étape nécessite la 
détection de l’ion parent et des ions fils caractéristiques des précurseurs de thiols variétaux ciblés. 
Un logiciel a permis l’optimisation automatique des conditions de détections. Ainsi, l’optimisation 
des conditions de fragmentation se fait en 3 étapes distinctes (Figure 9) : 
- sélection de l’ion parent en fonction de sa masse et de son état de charge dans le 
quadripôle 1 (Q1) pour éjecter les ions ayant une masse différente ; 
- fragmentation de l’ion parent dans le Q2 en utilisant diverses énergies de collision ; 
- détection des ions fils dans le Q3. 
En fonction de l’abondance et de la spécificité des fragmentations, 4 transitions sont retenues par 
analyte, l’une dédiée à la quantification et les 3 autres servant à l’identification en matrice réelle : 
c’est ce que l’on appelle communément le mode MRM (multiple reaction monitoring) ou SRM 
(Selected Reaction Monitoring) selon les constructeurs. 
 
 
Figure 9 | Principe de la MRM dans un triple quadripôle. Q1 et Q3 sont des quadripôles pour scanner des ions et 
Q2 est une cellule de collision. 
 
 Après cette étape d’infusion, nous avons pu déterminer et sélectionner les ions fils, 
correspondant à la signature propre des dipeptides S-conjugués et de leurs analogues deutérés 
(Figure 10). 
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Figure 10 | Spectre de masse de second ordre des dipeptides S-conjugués. En rouge, la masse de l'ion de 
quantification, et en noir, les masses des ions de qualification (en Da). 
 
 
4.2. Développement de la méthode chromatographique  
 
 Le développement de la méthode d’analyse permet d’optimiser la séparation des 
différents précurseurs, tout en minimisant le temps d’analyse. Nous avons utilisé une colonne 
Hypersil gold AQ avec un diamètre de particule de 1,9 µm, une longueur de 100 mm et un 
diamètre de 2,1 mm.  
Les conditions utilisées initialement sont (Figure 11) : 
- gradient Acétonitrile (ACN)/H2O : 
- 0 % ACN pendant 0,5 min ; 
- 0 % -> 2 % pendant 0,1 min ; 
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- 2 % -> 11 % pendant 8,4 min. 
Le conditionnement de la colonne a duré 7 min pour une durée d’acquisition totale de 16 min. 
- la température du four est de 40 °C. 
- débit de 0,5 mL.min-1. 
 
Figure 11 | Chromatogramme UPLC des précurseurs cystéinylés, glutathionylés et dipeptidiques avant 
l'optimisation. 
 
 Ce chromatogramme montre une co-élution entre la G-4MMP et la γGluCys-4MMP, ainsi 
que la superposition du G-3MH et du γGluCys-3MH. Il a donc été nécessaire d’optimiser les 
conditions de séparation, en ajustant le gradient, la température du four et le débit. Ainsi, la 
diminution du gradient, l’augmentation de la température et du débit ont permis d’obtenir les 
conditions finales, décrites dans l’article 1 de la section 6 de ce chapitre.  Le travail d’optimisation 
étant confidentiel, le détail ne peut être divulgué dans ce manuscrit, étant par contrat la propriété 
exclusive de Nyséos. 
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4.3. Validation de la méthode  
 
 Pour évaluer les performances analytiques de la méthode, une validation analytique 
menée selon les recommandations de l’OIV a été réalisée. Différents paramètres ont été testés 
et mesurés dans des conditions définies : 
- l’effet matrice ou la spécificité : influence de l’environnement chimique des composés à 
analyser. ; 
- la linéarité : capacité dans un intervalle donné d’obtenir des résultats de dosage 
proportionnels à la concentration de l’analyte dans l’échantillon (modèle de régression 
avec un test de Lack-Of-Fit) ; 
- l’exactitude : étroitesse d’accord entre la valeur trouvée et la valeur de référence ; 
- la fidélité : ensemble des caractéristiques de dispersion comprenant la répétabilité, 
évaluée dans des conditions opératoires identiques, et la reproductibilité intermédiaire, 
évaluée dans des conditions de répétabilité dans un intervalle de temps plus long ; 
- la limite de détection (LOD) et de quantification (LOQ) : fonctions du rapport signal sur 
bruit. 
L’effet matrice 
Afin de mesurer l’effet matrice, on effectue des ajouts dosés sur différentes matrices, dans notre 
cas un moût modèle et un moût de Sauvignon blanc. Trois réplicas ont été effectués. Ainsi, on 
mesure l’écart réduit entre les différentes matrices. Si cette écart réduit est inférieur à 2, cela 
signifie qu’il n’y a pas d’effet matrice et la méthode est donc spécifique. 
La linéarité 
Plusieurs méthodes sont possibles afin de mesurer la linéarité de la méthode. Nous avons choisi 
d’effectuer le test de Lack-Of-Fit. Afin de mesurer la linéarité de la méthode, trois réplicas d’une 
gamme étalon de 10 points ont été effectués, couvrant l’amplitude des concentrations de 
précurseurs que l’on attend dans un moût naturel de Sauvignon blanc. De cette façon, il est 
possible de déterminer si la courbe de calibration est linéaire ou non linéaire (par exemple 
quadratique). 
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L’exactitude 
Afin de mesurer l’exactitude de la méthode, trois ajouts dosés à différents niveaux de 
concentrations ont été effectués (dont le point zéro). La méthode est considérée comme exacte 
si le taux de recouvrement est compris entre 80% et 120%. 
La fidélité (répétabilité et reproductibilité intermédiaire) 
La répétabilité a été estimée sur des échantillons de moûts de Sauvignon blanc par le calcul du 
coefficient de variation sur 3 réplicas d’un même échantillon à différents niveaux de concentration. 
La méthode est jugée répétable si le coefficient de variation ne dépasse pas 20%. 
Dans le cas de la reproductibilité intermédiaire, le même mode opératoire que pour tester la 
répétabilité a été effectué 6 jours plus tard. La méthode est considérée comme reproductible si le 
coefficient de variation entre les valeurs à t = 0 et t = 6 jours ne dépasse pas 20%. 
LOD et LOQ 
Les limites de détection et de quantification sont déterminées par le calcul du rapport signal/bruit 
en chromatographie. La LOD est la concentration dont le signal sur bruit est égale à 3 (10 pour 
la LOQ). 
 Il est important de noter que les excellentes performances de cette méthode 
d’identification et de quantification des cystéinylés, des glutathionylés et des dipeptides S-
conjugués au 3MH ou à la 4MMP permettent des analyses sans préparation d’échantillon et donc 
une approche haut-débit. Les résultats de la validation de la méthode paraissent dans l’article 1 
de la section 5 de ce chapitre. 
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5 .  A r t i c l e  1  :  F i r s t  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  
q u a n t i f i c a t i o n  o f  S - 3 - ( h e x a n - 1 - o l ) -  - g l u t a m y l -
c y s t e i n e  i n  g r a p e  m u s t  a s  a  p o t e n t i a l  t h i o l  
p r e c u r s o r ,  u s i n g  U P L C - M S / M S  a n a l y s i s  a n d  
s t a b l e  i s o t o p e  d i l u t i o n  a s s a y  
 
 Une fois la méthode d’analyse validée, nous avons analysé des moûts de Sauvignon 
blanc qui proviennent des régions du Languedoc et du Val de Loire. Ainsi, nous avons identifié et 
quantifié le GluCys-3MH dans un moût de raisin pour la première fois. L’ensemble des résultats 
de ce chapitre, notamment l’optimisation de la méthode d’analyse et les quantifications qui en 
découlent, a fait l’objet d’une publication parue dans Food Chemistry en 2017 : First identification 
and quantification of S-3-(hexan-1-ol)--glutamyl-cysteine in grape must as a potential thiol 
precursor, using UPLC-MS/MS analysis and stable isotope dilution assay.  
 Différentes expérimentations ont été menées à échelle pilote au cours de la thèse pour 
étudier les variations de la teneur en composés S-conjugués inclus dans la méthode d’analyse 
précédemment décrite. La mise en place et les résultats de ces expérimentations sont détaillés 
dans le chapitre 3.  
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C H A P I T R E  2  |  M é c a n i s m e s  d ’ i n t e r -
c o n v e r s i o n  d e s  p r é c u r s e u r s  a u  c o u r s  d e  l a  
f e r m e n t a t i o n  a l c o o l i q u e  –  É t u d e  d e  l a  
b i o g e n è s e  d e s  t h i o l s  v a r i é t a u x  e n  c o n d i t i o n s  
œ n o l o g i q u e s   
 
 
 
 Ce deuxième chapitre s’intéresse aux mécanismes d’inter-conversion des précurseurs S-
conjugués dérivés de la cystéine, et de façon plus générale, à la biogenèse des thiols variétaux 
en conditions œnologiques. Parmi les voies de biogenèse du 3MH ou de la 4MMP déjà identifiées, 
une grande partie de l’origine de ces thiols variétaux reste inexpliquée. C’est pourquoi nous nous 
sommes intéressés plus particulièrement aux formes dipeptidiques potentiellement issues du 
glutathion S-conjugués. À travers une expérimentation de filiation sur moût, nous avons montré 
la libération des thiols variétaux à partir de 4 nouveaux précurseurs. De plus, nous avons mis en 
évidence les inter-conversions entre les différentes formes de précurseurs dans des conditions 
œnologiques définies. 
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1 .  V o i e s  d e  b i o g e n è s e  d e s  t h i o l s  v a r i é t a u x  d a n s  
l e s  v i n s  
 
 Plusieurs voies de biogenèse sont impliquées dans la formation du 3MH. Ils impliquent 
des précurseurs de 3MH comme le Cys-3MH, le G-3MH et le G-3MHAl (V. Ferreira, et al., 2002; 
Murat, et al., 2001b; Thibon, et al., 2016), ou l’(E)-hex-2-ènal (Schneider, et al., 2006). D’après la 
littérature, les rendements de conversion pour les précurseurs glutathionylés et cystéinylés sont 
du même ordre de grandeur (rendement molaire compris entre 0,06 et 0,8 %) dans des moûts 
synthétiques, mais peuvent atteindre 4,4 % dans un moût de Sauvignon blanc (Masneuf, et al., 
2002; Murat, et al., 2001a; Roland, 2011). Les levures hybrides semblent capables de révéler les 
thiols de manière plus efficace que la plupart des Saccharomyces cerevisiae non croisées  (3,9 
à 10,9 %) (Masneuf, et al., 2002). À ce jour, la formation du 3MH dans les vins résulte de diverses 
voies de biogenèse listées ci-dessous par ordre chronologique d’identification, qui contribuent à 
expliquer entre 17 et 21% de l’origine du 3MH : 
- l’(E)-hex-2-ènal : 10 % (Schneider, et al., 2006) ; 
- le Cys-3MH : 3-7 % (Subileau, et al., 2008) ; 
- le G-3MH : 3 % (Roland, et al., 2010b) ; 
- le G-3MHAl et le G-3MH-SO3 : 1 % (Thibon, et al., 2016). 
 
 Deux précurseurs de la 4MMP ont été identifiés dans le moût. Le premier est le Cys-
4MMP, avec un rendement de conversion estimé à 0,46 % dans le Sauvignon blanc (Subileau, 
2008; Tominaga, et al., 1998b). Ensuite, le G-4MMP a été identifié comme précurseur avec un 
rendement de conversion de 0,3 %. Ainsi, le G-4MMP pourrait expliquer environ 20% de l’origine 
de la 4MMP quantifiée dans un vin de Sauvignon blanc (Fedrizzi, et al., 2009; Roland, et al., 
2010b).  Cependant, on observe que les différentes voies de biosynthèse du 3MH et de la 4MMP 
identifiées ne permettent d’expliquer qu’une partie, de l’ordre de 20 %, de l’origine de ces thiols 
variétaux. En outre, il a été récemment prouvé que des précurseurs résiduels pouvaient persister 
après la FA du Merlot, du Sauvignon blanc, du Chardonnay, du Pinot Gris et du Riesling (Capone, 
et al., 2011b; Concejero, et al., 2016; Grant-Preece, et al., 2010; Jeffery, 2016). Les rendements 
de conversion calculés dans la littérature ne prennent pas en compte ces précurseurs résiduels, 
se basant uniquement sur les précurseurs initiaux en début de FA. 
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 En vue d’étudier et de mieux expliquer l’origine des thiols variétaux, les objectifs sont : 
- d’identifier de nouveaux précurseurs, en particulier les formes dipeptidiques S-conjuguées au 
3MH (CysGly-3MH et GluCys-3MH) ou à la 4MMP (CysGly-4MMP et GluCys-4MMP), et 
d’établir d’éventuelles inter-conversions entre les différents précurseurs. 
- de déterminer la cinétique de métabolisation des précurseurs lors de la FA et de quantifier les 
précurseurs résiduels pour prendre en compte cette donnée dans le calcul des rendements de 
conversion, habituellement basés sur la teneur des précurseurs avant la FA, sans tenir compte 
de la quantité de précurseurs résiduels. 
 
 Pour répondre à ces objectifs, une expérimentation de filiation sur moût a été mise en 
place (Figure 12). Le principe est d’enrichir un moût avec des composés marqués isotopiquement 
afin de les distinguer de ceux qui sont naturellement présents dans le moût. Pour bien différencier 
l’origine des thiols variétaux et établir les mécanismes de dégradation des différents précurseurs, 
nous avons séparé le moût en 3 modalités de 3 réplicats, avec l’ajout des : 
1) GluCys S-conjugués marqués ; 
2) CysGly S-conjugués marqués ; 
3) glutathionylés S-conjugués marqués. 
Les deux premières modalités permettent d’établir l’éventuel rôle de précurseur des dipeptides, 
direct, ou indirect, par leur dégradation en conjugués de la cystéine. La dernière modalité nous 
permet notamment de savoir si les dipeptides S-conjugués peuvent provenir des glutathionylés 
S-conjugués. Ensuite, nous avons suivi la cinétique de formation et de disparition des composés 
marqués dans des réacteurs d’un litre au cours de la FA. Les composés marqués sont dosés 
avec la méthode d’analyse développée pendant la thèse. Les thiols variétaux marqués et leurs 
formes oxydées sont dosés suivant une méthode d’analyse précédemment développée au sein 
du même laboratoire (Roland, et al., 2016a).  
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Figure 12 | Etude des mécanismes d’(inter)conversion des précurseurs du 3MH. Les flèches rouges représentent 
les mécanismes de dégradation. Les flèches bleues représentent les mécanismes de libération du 3MH. 
 Nous avons également testé deux levures Saccharomyces cerevisiae différentes à travers 
une deuxième expérimentation de filiation sur moût afin d’évaluer l’influence de la levure sur la 
libération de thiols variétaux dans le vin.  
 
 Les résultats sont résumés dans le paragraphe suivant. 
 
 L’expérimentation de filiation sur moût nous a permis de mettre en évidence fois 2 
nouveaux précurseurs formellement identifié : les dipeptides S-conjugués au 3MH. En ce qui 
concerne les dipeptides S-conjugués à la 4MMP, leur rôle de précurseur a bien été démontré 
dans cette expérimentation, mais leur identification dans un moût de Sauvignon blanc reste à 
l’étude. Ensuite, à travers les différentes inter-conversions des précurseurs analysés (G-3MH-di, 
G-4MMP-di, GluCys-3MH-di, GluCys-4MMP-di, CysGly-3MH-di, CysGly-4MMP-di, Cys-3MH-di 
et Cys-4MMP-di), nous avons mis en évidence que :  
− les CysGly S-conjugués au 3MH-di et 4MMP-di peuvent être dégradés en leur cystéinylé 
S-conjugué correspondant en tant qu’intermédiaire ; 
− le GluCy-3MH-di est un précurseur direct du 3MH-di ; 
− le GluCys-4MMP-di est probablement dégradé en métabolites non identifié, libérant la 
4MMP-di par la suite au cours de la FA ; 
CHAPITRE 2 | Mécanismes d’inter-conversion des précurseurs au cours de la fermentation alcoolique – Étude de la biogenèse des thiols 
variétaux en conditions œnologiques 
 107 
− le G-3MH-di peut être dégradé en GluCy-3MH-di, et dans une moindre mesure en Cys-
3MH-di. 
Pour finir, une deuxième expérimentation de filiation sur moût, nous a permis de montrer qu’il 
n’existe aucune influence significative entre deux souches de levure commerciales (VIN13 et 
Esperide), quant au rendement de conversion du G-3MH-di et de la G-4MMP-di. En complément, 
il serait intéressant de suivre d’autres composés présents dans le moût (lipides, acides aminés, 
peptides, …) qui pourraient également influer les rendements de conversion des précurseurs et 
favoriser la révélation des thiols variétaux. 
 
 L’ensemble des résultats de ce chapitre a fait l’objet d’une publication parue dans Food 
Chemistry en 2018 intitulée : Revisiting the evaluation strategy of varietal thiol biogenesis. 
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2 .  A r t i c l e  2  :  R e v i s i t i n g  t h e  e v a l u a t i o n  s t r a t e g y  
o f  v a r i e t a l  t h i o l  b i o g e n e s i s  
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C H A P I T R E  3  |  E x p é r i m e n t a t i o n s  
œ n o l o g i q u e s  :  v a l o r i s a t i o n  d u  p o t e n t i e l  t h i o l  
 
 
 
 Afin de valoriser et révéler le potentiel aromatique de type thiol des raisins, des 
expérimentations œnologiques à l’échelle pilote ont été menées dans deux régions viticoles 
Françaises (Val de Loire et Languedoc) au cours de la thèse. Il a ainsi été possible de mettre en 
place des expérimentations de tris densimétriques et topographiques permettant d’étudier la 
composition en précurseurs de type thiol en fonction de la densité d’une baie de raisin, ou de sa 
situation géographique au sein d’un pied de vigne. Ensuite, des opérations pré-fermentaires, tel 
que des macérations pelliculaires et des stabulations sur bourbes ont été mises en place. La 
première partie s’attache au matériel et aux méthodes utilisés. L’ensemble des résultats de ce 
chapitre a été rédigé sous la forme d’une publication technique destinée à la revue des 
œnologues. Après discussion avec l’éditeur, cette publication paraîtra en deux parties dans deux 
numéros distincts, un pour la partie viticole, l’autre pour la partie œnologique. L’article est ici 
reproduit tel qu’il sera soumis, ce qui explique les redites au début de la seconde partie, 
demandées par l’éditeur pour bien replacer cette partie dans l’ensemble de l’étude. 
 
 
 
CHAPITRE 3 | Expérimentations œnologiques : valorisation du potentiel thiol dans les vins 
 118 
1 .  M a t é r i e l  e t  M é t h o d e s  
 
1.1. Expérimentations vit icoles  
 
 Les expérimentations viticoles ont été mises en place sur le domaine expérimental de 
Pech Rouge en Languedoc pendant l’année 2015. L’étude est basée sur deux cépages connus 
pour être riches en thiols variétaux : le Sauvignon blanc et le Colombard. La récolte des grappes 
a été effectuée sur l’ensemble de la parcelle et les grappes ont été divisées en baies individuelles. 
 
1.1.1. Tri densimétrique  
 
 L’expérimentation de tri densimétrique a consisté à séparer 1000 baies de raisin en 
fonction de leur densité, déterminée par flottaison dans différents bains d’eau salée à des 
concentrations croissantes. Les baies des différentes classes de maturité ont été pesées 
(Tableau 3), comptées, broyées puis centrifugées. Les jus obtenus ont ensuite été échantillonnés 
afin d’analyser les paramètres œnologiques classiques, mais aussi les teneurs en précurseurs 
de thiols variétaux. 
 
 Ces tris densimétriques ont été réalisés à plusieurs dates de prélèvement au cours de la 
maturation du raisin jusqu’à surmaturation pour évaluer l’évolution de l’hétérogénéité de la teneur 
en précurseurs au sein de la grappe. 
 
Tableau 3 | Nombre de grappes prélevées et masse totale pour 1000 baies en fonction de la date de 
prélèvement. 
  Sauvignon blanc Colombard 
Date de prélèvement (2015) 18/8 28/8 2/9 19/8 3/9 
Nombre de grappes prélevées 39 27 32 40 38 
Masse des 1000 baies (g) 1703 1803 1844 1901 2256 
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1.1.2. Tris en fonction de la position de la grappe sur le cep  
 
 Le but est d’étudier l’impact de la position de la grappe sur la souche et de considérer une 
possible hétérogénéité de la teneur en précurseurs entre les grappes au sein d’un pied de vigne. 
Ainsi, trois groupes ont été constitués sur des vignes conduites en Guyot simple (Schéma 18) : 
- les grappes en position 1 sur les rameaux issus de la baguette : B1 ; 
- les grappes en position 2 sur les rameaux issus de la baguette : B2 ; 
- les grappes sur les rameaux issus du courson de rappel : C1. 
 
 
Schéma 18 | Représentation schématique d'un pied de vigne conduite en Guyot. 
 
 Chaque groupe de grappes a été pesé, compté (Tableau 4), broyé puis centrifugé. Le jus 
obtenu a ensuite été échantillonné pour analyser les précurseurs de thiols variétaux et les 
paramètres œnologiques. 
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Tableau 4 | Nombre de grappes, masse totale et masse moyenne par grappe en fonction de la position de la 
grappe sur le pied de vigne. 
Date de prélèvement 
(2015) 
Position de la grappe 
sur le pied de vigne 
Nombre de 
grappes 
Masse 
totale (g) 
Masse moyenne par 
grappe (g) 
19/8 
C1 17 3208 189 
B1 40 8140 204 
B2 21 4286 204 
24/8 
C1 25 4920 197 
B1 22 4586 208 
B2 9 1530 170 
28/8 
C1 21 3566 170 
B1 35 8114 232 
B2 19 4198 221 
2/9 
C1 18 3932 218 
B1 37 7854 212 
B2 26 6588 253 
 
1.2. Expérimentations œnologiques  
 
1.2.1. Macération pell iculaire  
 
 Les expérimentations de macération pelliculaire ont été menées dans le Val de Loire et le 
Languedoc, sur le cépage Sauvignon blanc. Deux millésimes ont été étudiés (2015 et 2016). Ces 
expérimentations pré-fermentaires ont permis de tester diverses : 
- durées de macération pelliculaire : 30 min, 6 h, 24 h (jusqu’à 72 h pour l’année 2016) ; 
- températures de macération (10 et 20 °C) ; 
- doses de sulfitage : avec (2 g/hL) ou sans. 
 
 Cette expérimentation a été mise en place à partir de 300 kg de vendange, éraflée et 
foulée à échelle pilote. Dans le but d’avoir des lots homogènes, le jus est dans un premier temps 
séparé de la vendange, puis réassemblé afin d’obtenir des lots avec des proportions de phases 
liquide/solide identiques. Enfin, les lots ont été séparés en 4 modalités (75 kg de 
vendange/modalité), chacune étant réalisée en triplicat : 
- Modalité n°1 : 20°C avec SO2 ; 
- Modalité n°2 : 20°C sans SO2 (seulement pour l’année 2015) ; 
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- Modalité n°3 : 10°C avec SO2 ; 
- Modalité n°4 : 10°C sans SO2 (seulement pour l’année 2015). 
La mise en température s’est faite dans des chambres climatisées. 
 
 À la fin de la durée de macération, chaque modalité a subi un pressurage standardisé à 
petite échelle (6,5 kg/pressurage). Les volumes des jus de goutte (2,28 ± 0,20 L) et de presse 
(1,14 ± 0,10 L) ont été mesurés. Les différents jus ont été échantillonnés pour analyser les 
précurseurs de thiols. Les précurseurs du 3MH (Cys-3MH, CysGly-3MH, GluCys-3MH et G-
3MH) ont été analysés.  Les précurseurs de la 4MMP (Cys-4MMP, CysGly-4MMP, GluCys-
4MMP et G-4MMP) n’ont pas été quantifiés à cause de leur teneur trop faible dans ces moûts 
pour les deux millésimes étudiés. 
 
1.2.2. Stabulation sur bourbes  
 
1.2.2.1. Essai 1 
 
 La stabulation sur bourbes a été menée sur Sauvignon blanc en Languedoc et Val de 
Loire pendant les années 2015 et 2016. Dans chacun des essais menés, un moût de Sauvignon 
blanc a été partiellement clarifié jusqu’à obtenir une turbidité d’environ 800 NTU (débourbage 
pendant 24h à 10°C avec une enzyme de débourbage à 2 mL.hL-1). Le moût a été ensuite séparé 
en 2 modalités : 
- Modalité n°1 : témoin non stabulé (5 g.hL-1 de SO2 du raisin au moût) ; 
- Modalité n°2 : stabulation sur bourbes (idem). 
 
 Chaque modalité a été alors divisée en triplicats. Les lots « témoin » ont subi un 
débourbage pendant 24h à 10°C avec une enzyme de débourbage (2mL.hL-1), jusqu’à environ 
150 NTU. Les lots « stabulation sur bourbes » ont été conservés dans des cuves de 50 L fermées 
à 4°C pendant 3 semaines, avec une remise en suspension des bourbes tous les jours. 
L’échantillonnage a été effectué pendant la stabulation sur bourbes afin d’analyser les 
précurseurs de thiols : 
- Pour le millésime 2015 : prélèvement tous les 2 jours pendant 18 jours. 
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- Pour le millésime 2016, les prélèvements ont été affinés au début de la stabulation au vu 
des résultats obtenus pour le millésime 2015 : prélèvement à 6h ,12h, 24h, puis tous les 2 jours 
pendant 18 jours. 
 
 Après chaque échantillonnage, chaque fût a été rempli avec un moût de la même modalité 
afin d’éviter la formation d’un espace de tête au fil des prélèvements. 
 
 À la fin de la stabulation, les lots ont subi un débourbage jusqu’à obtenir une turbidité 
d’environ 150 NTU. Conditionné à 17°C, l’ensemble des lots a ensuite été inoculé avec une 
souche de levure sèche active (LSA) préalablement réhydratée (Esperide, 20 g.hL-1). La FA est 
considérée comme terminée lorsque la quantité de sucres résiduels est inférieure à 0,5 g.L-1, soit 
une durée de FA comprise entre 12 et 18 jours en fonction de la modalité considérée.  En fin de 
FA, le vin est mis au froid à 10°C sur lies. Le soutirage est ensuite effectué au 50ème jour après 
la fin de la FA à l’abri de l’oxygène et avec un réajustement du SO2 à 30 mg.L-1. Le vin à nouveau 
réajusté à 30 mg.L-1 de SO2 est mis en bouteille au 90ème jour après la fin de la FA. La teneur en 
oxygène des vins après embouteillage est inférieure à 0,5 g.L-1. Les vins sont stockés à 12°C 
avant leur analyse par UPLC-MS/MS afin de déterminer leur teneur en thiols variétaux libres et 
oxydés. 
 
1.2.2.2. Essai 2 
 
 Un deuxième essai a été mis en place en Val de Loire pendant l’année 2017, similaire à 
ceux des années précédentes (Essai 1), à l’exception des échantillonnages. En effet, pour 
chaque prélèvement pour l’analyse de précurseurs pendant la stabulation sur bourbes, 1 L de 
moût a aussi été prélevé. Ce moût a ensuite été immédiatement inoculé avec une souche de LSA 
préalablement réhydratée (Esperide, 20 g.hL-1).  
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2 .  A r t i c l e  3  :  V a l o r i s a t i o n  d u  p o t e n t i e l  
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PARTIE 1 
Introduction 
 
 Plusieurs thiols contribuent à l’arôme du vin dont trois d’entre eux, appelés thiols 
variétaux, ont été particulièrement étudiés compte tenu de leur fort impact aromatique. Ils 
présentent des notes caractéristiques de pamplemousse (3-mercapto-hexan-1-ol ; 3MH), de fruit 
de la passion (acétate de 3-mercaptohexyle ; 3MHA) et de buis ou de bourgeon de cassis (4-
mercapto-4-methylpentan-2-one ; 4MMP) (Darriet, Tominaga, Lavigne, Boidron, & 
Dubourdieu, 1995; Roland, Schneider, & Cavelier, 2011; Tominaga, Darriet, & Dubourdieu, 
1996). Ces thiols sont principalement libérés par l’action de mécanismes enzymatiques au sein 
de la levure à partir de précurseurs S-conjugués pendant la fermentation alcoolique (FA) 
(Kobayashi, et al., 2010; Pinu, Jouanneau, Nicolau, Gardner, & Villas-Boas, 2012; Roland, 
Schneider, Le Guernevé, Razungles, & Cavelier, 2010; Tominaga, Peyrot des Gachons, & 
Dubourdieu, 1998). Plusieurs précurseurs du 3MH ou de la 4MMP ont déjà été identifiés dans 
le moût (Figure 1) : 
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- La cystéine S-conjuguée au 3MH (Cys-3MH) ou à la 4MMP (Cys-4MMP) (Subileau, 
2008; Subileau, Schneider, Salmon, & Degryse, 2008; Tominaga, Peyrot des 
Gachons, & Dubourdieu, 1998). 
- Le glutathion S-conjugué au 3MH (G-3MH), à la 4MMP (G-4MMP), ou au 3-
mercaptohexanal (G-3MHAl) et son adduit bisulfite (G-3MH-SO3) en conditions 
synthétiques pour ces deux derniers (Roland, Schneider, Le Guernevé, Razungles, & 
Cavelier, 2010; Roland, Schneider, Razungles, Le Guernevé, & Cavelier, 2010; 
Thibon, Böcker, Shinkaruk, Moine, Darriet, & Dubourdieu, 2016). 
- Les dipeptides (cystéinyl-glycine et -glutamyl-cystéine) S-conjugués au 3MH 
(CysGly-3MH et GluCys-3MH) (Bonnaffoux, Roland, Rémond, Delpech, 
Schneider, & Cavelier, 2017; Bonnaffoux, Delpech, Rémond, Schneider, Roland, & 
Cavelier, 2018; Capone, Pardon, Cordente, & Jeffery, 2011). 
 
Figure 1 : Représentation simplifiée des précurseurs S-conjugués avec : la cystéine en vert, l’acide glutamique en 
rouge, la glycine en violet, et la partie aromatique en orange (3MH ou 4MMP). 
     
 
 La concentration de ces précurseurs est très variable en fonction du cépage. Dans le 
Sauvignon blanc, cépage qui en est le plus riche, elle est comprise entre quelques g/L et 
quelques mg/L pour les variétés les plus riches. (Bonnaffoux, Roland, Rémond, Delpech, 
Schneider, & Cavelier, 2017; Capone, Pardon, Cordente, & Jeffery, 2011; Peña-Gallego, 
Hernández-Orte, Cacho, & Ferreira, 2012). Ce cépage a ainsi été l’objet de nombreuses études 
sur le potentiel aromatique de type thiol. 
 
 L’évolution de ce potentiel aromatique, à l’origine de la libération de thiols variétaux, a 
été étudiée afin de mieux comprendre la biogenèse de ces précurseurs dans les baies au cours 
de la maturation. Plusieurs facteurs influent sur la quantité de précurseurs présents dans la baie. 
Une étude sur l’évolution des précurseurs cystéinylés dans des grappes de Sauvignon blanc, un 
mois avant les vendanges, a montré une grande variabilité de la concentration en précurseurs. 
Cette teneur dépendrait notamment de l’abondance en azote assimilable (Peyrot des Gachons, 
Tominaga, & Dubourdieu, 2000). De même, le stade de développement de la baie impacte 
directement la concentration de certains précurseurs (Cys-3MH, G-3MH et G-4MMP). Ainsi, 
sous climat océanique, il a été observé que leur teneur augmente considérablement dans les 
baies au cours de la maturation dans le Sauvignon blanc (Roland, Vialaret, Razungles, Rigou, 
& Schneider, 2010). Le déficit hydrique joue aussi un rôle important dans la variation de la 
concentration des précurseurs cystéinylés dans les raisins. En effet, les teneurs en précurseurs 
sont optimales dans les raisins ayant subi un déficit hydrique modéré (Choné, 2001; Peyrot des 
Gachons, Van Leeuwen, Tominaga, Soyer, Gaudillère, & Dubourdieu, 2005). Enfin, les 
conditions thermiques jouent aussi un rôle important positif sur le potentiel aromatique 
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(Dufourcq, 2003). Les études rapportées ici ne sont pas exhaustives et d’autres résultats peuvent 
paraître contradictoires. Cela souligne l’importance des conditions pédoclimatiques sur 
l’accumulation des précurseurs de thiols dans les baies de raisins, et l’absence de règle générale 
en l’état des connaissances, applicable à toutes les situations viticoles. 
 
 Par ailleurs, certains procédés pré-fermentaires, comme la macération pelliculaire, 
affectent l’extraction des précurseurs de thiols et par conséquent, la teneur en thiols dans les 
vins. Des études ont montré la présence préférentielle dans la pellicule de raisin des cystéinylés 
et glutathionylés S-conjugués au 3MH ou à la 4MMP (Peyrot des Gachons, Tominaga, & 
Dubourdieu, 2002; Roland, Schneider, Charrier, Cavelier, Rossignol, & Razungles, 2011). De 
la même manière, certains travaux ont montré que la concentration en Cys-3MH augmente dans 
des moûts rosés de Merlot et de Cabernet Sauvignon à la suite de macérations pelliculaires 
prolongées (Murat, Tominaga, & Dubourdieu, 2001). Une autre opération pré-fermentaire, la 
stabulation sur bourbes, est bien connue pour augmenter les teneurs en 3MH et en 3MHA dans 
les vins. Cependant, il semble que les concentrations en précurseurs n’évoluent pas au cours de 
la stabulation  (Roland, Schneider, Charrier, Cavelier, Rossignol, & Razungles, 2011), et de ce 
fait, l’explication de l’augmentation en thiols dans les vins constatée reste pour le moment 
incertaine. 
 
 Dans le cadre d’une thèse de doctorat, portant sur l’identification de nouveaux 
précurseurs de thiols, nous avons mené des expérimentations viticoles et œnologiques à 
l’échelle pilote dans deux régions françaises (Val de Loire et Languedoc) sur plusieurs années 
consécutives. Ces expérimentations seront présentées et discutées en deux parties. 
 
 La première partie s’attachera aux aspects viticoles, à travers l’étude de l’hétérogénéité 
de la teneur en précurseurs au sein de la grappe et au sein du cep grâce à la mise en place 
d’expérimentations de tris densimétriques et en fonction de la position de la grappe sur le cep. 
 La deuxième partie s’intéressera plus particulièrement à deux opérations pré-
fermentaires : la macération pelliculaire et la stabulation sur bourbes. 
 
 Les précurseurs de thiols et les thiols ont été quantifiés dans les moûts et vins 
correspondants (Bonnaffoux, Roland, Rémond, Delpech, Schneider, & Cavelier, 2017; Capone, 
Ristic, Pardon, & Jeffery, 2015; Roland, Vialaret, Moniatte, Rigou, Razungles, & Schneider, 
2010; Roland, et al., 2016; Thibon, Böcker, Shinkaruk, Moine, Darriet, & Dubourdieu, 2016). 
L’optimisation des conditions analytiques ont permis d’élargir le nombre de précurseurs dosés 
et ainsi de compléter les données déjà rapportées dans la littérature. 
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Étude de l’hétérogénéité de répartition des précurseurs au sein de la grappe 
et au sein du cep. 
 
 Différents paramètres influencent la teneur en précurseurs de thiols dans le raisin (la 
maturité du raisin, le stress hydrique, la typicité du sol et le climat). En revanche, aucune étude, 
à notre connaissance, ne s’est encore intéressée à l’hétérogénéité des teneurs en précurseurs de 
thiol au sein des baies d’une même grappe. Il est en effet connu que les baies d’une même 
grappe ne sont pas toutes au même niveau de maturité. Cette hétérogénéité a déjà été décrite 
pour les paramètres œnologiques simples (sucre, acidité, composition phénolique) (Rolle, et al., 
2011; Shahood, Rienth, Torregrosa, & Romieu, 2015). Ainsi, Rolle et al. ont observé une 
diminution de l’hétérogénéité des baies au cours de la maturation pour ces paramètres. Notre 
étude s’intéressera plus particulièrement à l’hétérogénéité du potentiel aromatique de type thiol.  
 
 
Résultats et discussion 
 
Hétérogénéité au sein de la grappe 
 
 Les analyses œnologiques (sucres, pH, acidité totale et azote assimilable) ont permis de 
comparer les différentes classes de maturité (Tableau 1). On observe une augmentation 
d’homogénéité des teneurs en sucre, de l’acidité totale et de l’azote assimilable dans les baies 
au cours de la maturité du raisin pour le Sauvignon blanc. Ce constat a déjà été observé pour le 
sucre et l’acide malique, à partir de 10 jours après véraison jusqu’à maturité du raisin (Shahood, 
Rienth, Torregrosa, & Romieu, 2015). Cependant, on constate le phénomène inverse pour le 
Colombard (hétérogénéité des teneurs en sucre, du pH et de l’acidité totale dans les baies au 
cours de la maturité du raisin).  
 
Tableau 1 : Analyses œnologiques sur les lots de raisons issus du tri densimétrique 
  
TRIS DENSIMÉTRIQUES 
Sauvignon blanc Colombard 
Date de 
prélèvement (2015) 
18/8 28/8 2/9 19/8 3/9 
Classe de maturité 
(TAP) 
<8 
>8 et 
<10 
>10 
et 
<12 
>12 
et 
<14 
>10 et 
<12 
>12 et 
<14 
>14 et 
<15 
>10 
et 
<12 
>12 
et 
<14 
>14 
et 
<15 
> 5 et 
< 7 
> 7 et 
< 9 
> 9 et 
< 11 
<5 
>9 et 
<11 
>11 
et 
<12 
Sucres (g/L) 140 174 187 206 185 211 233 190 216 236 109 140 166 82 175 192 
pH 3,15 3,19 3,19 3,26 3,37 3,44 3,53 3,50 3,58 3,63 2,81 2,85 2,88 2,97 3,09 3,14 
Acidité totale  
(g/L H2SO4) 
5,75 5,24 5,13 5,11 4,43 4,18 3,95 3,40 3,35 3,40 9,60 8,50 7,70 8,50 6,60 6,10 
Azote assimilable 
(mg/L) 
157 163 160 183 192 181 181 - - - 299 312 295 - - - 
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Figure 2 : Evolution de l’hétérogénéité des teneurs en précurseurs de 3MH des baies selon la date de prélèvement 
(G-3MH, GluCys-3MH, CysGly-3MH et Cys-3MH). Cépages étudiés : Sauvignon blanc (à gauche) et Colombard (à 
droite). La fréquence massique des baies parmi les différentes classes de baies est exprimée en %. Les valeurs 
encadrées correspondent à la concentration totale par date de prélèvement, pondérée par la fréquence massique. 
 
 
Concentration moyenne en précurseurs par date de prélèvement 
 En se focalisant sur la concentration totale par date de prélèvement, pondérée par la 
fréquence massique (correspondant à la concentration moyenne), on constate qu’il y a une 
diminution globale de la concentration en précurseurs au cours de la maturation du Sauvignon 
blanc (Figure 2). Dans la littérature, on observe un comportement inverse, pouvant être expliqué 
par des conditions pédoclimatiques très différentes (Val de Loire) (Roland, Vialaret, Razungles, 
Rigou, & Schneider, 2010). Pour le Colombard, cette diminution globale de la concentration au 
cours de la maturation du raisin ne semble pas être observable. 
 
Concentration en précurseurs entre les classes de maturité des baies 
 En termes d’hétérogénéité, on constate qu’il y a une diminution globale de 
l’hétérogénéité des teneurs en précurseurs des baies au cours de la première partie de la 
maturation dans le cas du Sauvignon blanc. L’écart de 2000 nmol/L entre les classes de maturité 
les plus extrêmes au 18 Août se réduit à 500 le 28 Août. Cependant il augmente de nouveau 
après cette date pour atteindre de 2000 nmol/L. Il convient de relativiser cette observation, car 
la teneur en précurseurs pour la classe de maturité >15 en TAP au 2 septembre semble 
incohérente au vu des autres teneurs en précurseurs pour les autres classes de maturité à la 
même date de prélèvement.  
Si on entre dans le détail des classes de maturité (Figure 2), il apparaît de manière 
surprenante que les baies les plus riches en sucre sont plus concentrées en précurseurs de 3MH. 
Cependant, les classes de baies les plus mûres sont minoritaires en masse et leur impact dans 
l’évolution globale est donc faible. L’évolution de la teneur en précurseurs de 3MH dans la 
classe prépondérante (>12 et <14) est bien en accord avec l’évolution globale des précurseurs 
au cours de la maturité. Concernant le Colombard, la distribution de la concentration en 
précurseurs entre les différentes classes de maturité reste homogène.  
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 Quant à la proportion des précurseurs, en moyenne, le G-3MH représente 72% (83%) 
de la concentration totale en précurseurs pour le Sauvignon blanc (respectivement pour le 
Colombard), le Cys-3MH 24% (13%), le CysGly-3MH 3% (idem) et le GluCys-3MH 1% 
(idem). On peut noter que les proportions changent en fonction de la maturité, aussi bien pour 
le Sauvignon blanc que pour le Colombard. Plus la maturité est forte, et plus la proportion en 
G-3MH diminue, au profit des autres précurseurs dans le Sauvignon blanc à toutes les dates de 
prélèvements (Figure 3). Les précurseurs de thiols sont différemment assimilés par la levure ; 
ce qui se traduit par des rendements de conversion variables. En effet, le Cys-3MH et le G-
3MH, dans des conditions œnologiques définies présentent des taux de conversion de l’ordre 
de 0,7 et 3% respectivement (Roland, Schneider, Razungles, Le Guernevé, & Cavelier, 2010; 
Subileau, Schneider, Salmon, & Degryse, 2008). Par hypothèse, la diminution de la proportion 
de G-3MH au profit des autres formes pourrait impacter les teneurs en 3MH dans les vins 
correspondants.  
 
Figure 3 : Proportion des différents précurseurs du 3MH en fonction de la maturité. Exemple avec le Sauvignon 
blanc, prélevé le 18/09 (à gauche). Estimation de libération du 3MH à partir des rendements de conversions du Cys-
3MH et G-3MH de la littérature (Roland, Schneider, Razungles, Le Guernevé, & Cavelier, 2010; Subileau, Schneider, 
Salmon, & Degryse, 2008). La fréquence massique des baies parmi les différentes classes de baies est exprimée en % (à 
droite). 
 
 
Impact de la position de la grappe sur le cep 
Les grappes C1 présentent une maturité plus importante que les grappes B2 (Tableau 2). Le 
pH semble en revanche assez stable entre les différentes classes de tri, mais cela peut provenir 
de la méthode d’extraction des jus par broyage qui maximise les teneurs en potassium et peut 
biaiser la mesure. 
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Tableau 2 : Analyses œnologiques sur les lots de raisins issus du tri de la position de la grappe sur la souche 
 TRIS de la position de la grappe sur la souche 
Date de prélèvement (2015) 19/08 24/08 28/08 02/09 
Position sur le pied de vigne C1 B1 B2 C1 B1 B2 C1 B1 B2 C1 B1 B2 
Sucres (g/L) 201 169 145 222 199 190 229 203 197 213 165 154 
pH 3,2 3,2 3,1 3,4 3,4 3,3 3,5 3,4 3,4 3,4 3,4 3,2 
Acidité totale (g/L H2SO4) 5,0 5,2 5,5 4,3 4,0 4,2 3,7 3,8 3,9 3,9 4,2 4,1 
Azote assimilable (mg/L) 166 - 178 - - - 169 173 186 - - - 
 
 
Figure 4 : Impact de la position de la grappe sur la souche de la grappe de raisin et de la date de prélèvement sur 
la concentration en Cys-3MH, CysGly-3MH et G-3MH (Sauvignon blanc). 
 
 
De manière générale, les grappes B1 et/ou B2 présentent des teneurs plus importantes en 
précurseurs du 3MH que les grappes C1 (Figure 4). Au 19/08, la concentration en précurseurs 
est la plus importante, avec un maximum pour les grappes B1. Au 28/08, l’hétérogénéité des 
précurseurs est maximale (environ 4000 nmol/L de différence entre les grappes C1 et B2). Sur 
l’ensemble des souches, le poids des grappes C1 représente environ 20% du poids total des 
grappes récupérées parmi les 3 groupes. 
 Nous observons que la proportion des précurseurs est globalement constante au sein de 
chaque classe. Nous pouvons cependant noter une légère augmentation de la proportion du Cys-
3MH et du CysGly-3MH par rapport au G-3MH visible dans les prélèvements plus tardifs. 
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Conclusion 
 
 Cette étude décrit pour la première fois la répartition des teneurs en précurseurs de thiol 
au sein d’une grappe ou selon la position de la grappe sur le cep. Il semble y avoir un effet 
variétal sur l’hétérogénéité de la teneur en précurseurs des baies au sein d’une grappe.  
L’évolution des proportions entre les précurseurs du 3MH au cours de la maturation des baies, 
laisse à penser qu’il existe in planta des mécanismes d’inter-conversion de nature enzymatique. 
De manière générale la maturité a une influence sur la teneur en précurseurs : les grappes issues 
de la 1ère date de récolte sont les plus riches en précurseurs ce qui rejoint les résultats des tris 
densimétriques. Cela peut paraitre contradictoire avec certains résultats de la littérature, mais il 
faut considérer qu’ils ont été obtenus sur des vignobles du Val de Loire, avec des conditions 
pédoclimatiques différentes (Roland, Vialaret, Razungles, Rigou, & Schneider, 2010). Nous 
constatons aussi une concentration plus importante des précurseurs du 3MH dans les grappes 
sur les rameaux issus de la baguette par rapport aux grappes sur les rameaux issus du courson 
de rappel. Enfin, l’hétérogénéité des précurseurs semble plus importante au sein d’un cep 
(environ 4000 nmol/L) qu’au sein d’une grappe (environ 2000 nmol/L). Ce résultat peut 
infléchir les méthodes de prélèvement dans la vigne en termes de représentativité des 
échantillons pour l’analyse des précurseurs.  
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PARTIE 2 : Impact des opérations pré-fermentaires 
 
 Pendant les opérations pré-fermentaires, certains procédés, comme la macération 
pelliculaire, peuvent affecter l’extraction des précurseurs de thiols. En effet, des études ont 
montré la présence préférentielle dans la pellicule des cystéinylés et glutathionylés S-conjugués 
au 3MH ou à la 4MMP (Peyrot des Gachons, Tominaga, & Dubourdieu, 2002; Roland, 
Schneider, Charrier, Cavelier, Rossignol, & Razungles, 2011). D’autres opérations pré-
fermentaires peuvent accroître la teneur en thiols variétaux dans les vins : la stabulation sur 
bourbes (Introduction Partie 1). Les expérimentations portent sur ces deux procédés pré-
fermentaires, qui ont été « revisités » en étudiant notamment les précurseurs de type dipeptides 
pour la première fois. 
 
Macération pelliculaire 
 
 La macération pelliculaire est une opération pré-fermentaire destinée à favoriser 
l’extraction des arômes et des précurseurs d’arôme du raisin. À travers cette expérimentation, 
l’objectif est d’étudier les cinétiques d’extraction des différents précurseurs et leurs inter-
conversions. Après macération, la séparation des jus d’égouttage et des jus de presse nous 
permet également de considérer ce qui relève d’un mécanisme de diffusion dans le jus (jus 
d’égouttage) et de ce qui relève d’une meilleure extractibilité (jus de presse). 
 
Résultats et discussion 
 
 Dans nos expérimentations sur les millésimes 2015 (Figure 5), et comme attendu (Peyrot 
des Gachons, Tominaga, & Dubourdieu, 2002; Roland, Schneider, Charrier, Cavelier, 
Rossignol, & Razungles, 2011), la macération pelliculaire favorise grandement l’extraction des 
précurseurs du 3MH, pouvant multiplier par deux ou par trois en fonction des modalités leur 
teneur dans les différents moûts. 
 
 A 20°C, les teneurs en précurseurs doublent entre 30 min et 24h de macération 
pelliculaire dans les jus de goutte du Languedoc. Cela correspond à une extraction passive des 
pellicules. Les teneurs dans les jus de presses correspondants sont triplées suggérant un bénéfice 
certain du pressurage. Pour les essais menés en Val de Loire, des tendances similaires sont 
observées.     
 
 En termes de répartition, le G-3MH et le Cys-3MH représentent entre 80 et 90% du total 
des précurseurs. On constate également que la proportion des dipeptides S-conjugués est plus 
importante en Languedoc qu’en Val de Loire. Ceci pourrait être expliqué par les conditions de 
température plus chaudes en zone méridionale. En effet, il est possible que les mécanismes 
enzymatiques de dégradation soient plus actifs avec des températures plus élevées. 
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Figure 5 : Impact du temps de macération pelliculaire sur l’extraction de 4 précurseurs du 3MH (G-3MH, GluCys-
3MH, CysGly-3MH et Cys-3MH). Influence du type de jus, de la température et du SO2 sur l’extraction de ces 
précurseurs. Millésime 2015. Sauvignon blanc. 
 
 
 
 Pour le millésime 2016 (Figure 6), on observe aussi cette augmentation des teneurs en 
précurseurs du 3MH (G-3MH-SO3 compris), jusqu’à 48h de macération pelliculaire. La 
différence des teneurs entre jus de presse et de goutte semble moins prononcée dans ce 
millésime. Cette différence met en lumière la variabilité de l’extractibilité d’un millésime à 
l’autre, vraisemblablement due à des différences de résistance des parois des cellules de la 
pellicule, comme cela est habituellement observé pour l’extraction des polyphénols. 
 
 La température a un effet bénéfique sur l’extraction de ces précurseurs (Peyrot des 
Gachons, Tominaga, & Dubourdieu, 2002). Les faibles doses de SO2 (2g/hL) dans les modalités 
avec SO2 peuvent éviter le développement de la flore microbienne indigène. En absence de 
SO2, ce développement microbien peut se produire et conduire à des activités pectolytiques qui 
favorisent la libération des précurseurs. Par contre, l’absence de SO2 représente un risque 
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oxydatif pour le moût. La durée de la macération pelliculaire reste le facteur le plus important 
dans la gestion de l’extraction des précurseurs de thiols. Il l’est aussi cependant pour les 
polyphénols et une durée de macération trop longue peut ainsi induire un risque oxydatif 
important (Lagarde Pascal, Bernard, Gros, Grelier, & Fargeton, 2013). 
 
Figure 6 : Impact de la macération pelliculaire sur l’extraction de 5 précurseurs du 3MH (G-3MH-SO3, G-3MH, 
GluCys-3MH, CysGly-3MH et Cys-3MH). Influence de la température sur l’extraction de ces précurseurs. Millésime 
2016. Sauvignon blanc. 
 
 
 Nous pouvons noter des disparités entre les jus de presse et de goutte, notamment en ce 
qui concerne le GluCys-3MH. En effet, la proportion de ce précurseur augmente au cours de 
la macération pelliculaire dans le jus de presse. En l’état des connaissances, il est difficile 
d’apporter une explication à ce phénomène. Il est possible que ce précurseur soit en proportion 
plus importante dans la pellicule que les autres précurseurs. 
 
 La macération pelliculaire permet ainsi d’augmenter la quantité de précurseurs 
essentiellement dans les jus de première pressée par rapport au jus de goutte. Un fractionnement 
des jus peut être intéressant dans le but d’augmenter le potentiel aromatique de type thiol, bien 
que dans notre cas, le jus de presse ne représente qu’environ 35% du volume total récolté.  
 
 
Stabulation sur bourbes 
 
 La stabulation à froid sur bourbes est une technique pré-fermentaire utilisée pour 
favoriser la présence de thiols dans le vin, en complément ou en alternative à la macération 
pelliculaire. L’objectif est d’étudier l’évolution des différents précurseurs de thiols au cours du 
procédé et d’identifier d’éventuelles inter-conversions. La méthode d’analyse utilisée pour 
doser les thiols nous permet de doser les formes libres et oxydées (disulfures, etc…) du 3MH 
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dans le vin. La teneur de ces formes oxydées nous informe notamment sur l’état d’oxydation 
du vin.  
 
Résultats et discussion 
 
Languedoc 
 
Millésime 2015 et 2016 (Figure 7) – Essai 1 
 Sur les deux années consécutives, la stabulation sur bourbes semble n’avoir eu aucun 
effet sur la révélation des thiols dans le vin. Malgré des teneurs en précurseurs parfois 
importantes (millésime 2015, environ 1000 nmol/L), les teneurs en thiols (3MH+3MHA) 
restent faibles. Comme reporté dans la littérature, les teneurs en précurseurs de thiols ne sont 
pas directement corrélées aux thiols (Pinu, Jouanneau, Nicolau, Gardner, & Villas-Boas, 2012). 
Des phénomènes au cours de la stabulation sur bourbes, en fermentation ou post-fermentation, 
semblent influencer la révélation des thiols variétaux. Il est possible que les thiols variétaux 
soient piégés par des composés électrophiles polyphénoliques, a priori en teneurs plus élevées 
dans ces vignobles, via la formation de quinones (Nikolantonaki, Chichuc, Teissedre, & Darriet, 
2010).  
 
 En 2015, seules les formes réduites des thiols ont été considérées. Leurs concentrations 
sont très faibles au regard des teneurs en précurseurs, et nous avons donc pris en compte les 
formes oxydées pour les millésimes successifs. En 2016, on observe une proportion importante 
des formes oxydées dans les vins ayant subi une stabulation. Ne pas les prendre en compte 
conduirait à une fausse interprétation, mais en les considérant, on observe que la stabulation n’a 
pas d’impact sur la teneur totale en thiols.  
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Figure 7 : Evolution des précurseurs du 3MH (G-3MH-SO3 (millésime 2016 uniquement), G-3MH, GluCys-3MH, 
CysGly-3MH et Cys-3MH) au cours de la stabulation sur bourbes à gauche ; teneur en 3MH et 3MHA dans les vins en 
fin de stabulation à droite. 
 
 
 
Val de Loire 
 
Millésime 2015 (Figure 7) – Essai 1 
 La stabulation sur bourbes menée en Val de Loire en 2015 a permis d’augmenter la 
teneur en thiols comme stipulé par les travaux de Roland et al. (Roland, Schneider, Charrier, 
Cavelier, Rossignol, & Razungles, 2011). En effet, il y a 2 fois plus de 3MH+3MHA dans les 
vins stabulés par rapport au témoin n’ayant subi aucune stabulation. En revanche, la teneur en 
précurseurs au cours de l’expérimentation reste inchangée. Deux hypothèses semblent se 
dégager : 
- les thiols proviennent de précurseurs que l’on ne dose pas ; 
- le rendement de conversion de la levure pour ces précurseurs augmente avec la 
stabulation sur bourbes.  
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Millésime 2017 (Figure 8) – Essai 2 
 L’expérimentation de stabulation sur bourbes, essai 2, mise en place en Val de Loire 
uniquement, a fait l’objet de plusieurs FA en décalé au cours de la stabulation (mise en 
fermentation après prélèvement de moût ayant subi entre 0 et 18 jours de stabulation). On 
constate que la teneur en 3MH et 3MHA augmente avec la durée de la stabulation (+18% après 
1 jour et +87% après 18 jours). La concentration des formes oxydées ne semble pas évoluer 
dans les vins avec la durée de la stabulation. 
 
 De la même manière qu’en Val de Loire en 2015, on observe que la concentration de 
certains précurseurs du 3MH (G-3MH-SO3, G-3MH, Cys-3MH) reste inchangée au cours de la 
stabulation. Seul le CysGly-3MH augmente de façon significative, sa concentration étant 
multipliée par 8 à la fin de la stabulation par rapport au témoin (le GluCys-3MH n’a pas été 
détecté dans ce moût). Cette augmentation a aussi été observé pour le millésime 2015 (données 
non montrées). 
 
Figure 8 : Evolution des précurseurs du 3MH (G-3MH-SO3, G-3MH, CysGly-3MH et Cys-3MH) au cours de la 
stabulation sur bourbes à gauche ; teneur en 3MH+3MHA (formes libres et oxydées) dans les vins en fonction de la 
durée de stabulation subie par le moût avant fermentation à droite. 
 
 
 
Conclusion 
 
 À travers l’expérimentation de macération pelliculaire, l’analyse d’un plus grand 
nombre de précurseurs, comprenant les dipeptides S-conjugués, permet la compréhension plus 
complète de la biogenèse des thiols. Nous avons ensuite mis en évidence l’importance de la 
température pour maximiser le potentiel aromatique de type thiol. De même, le SO2 semble 
avoir un rôle important dans l’extraction de ces précurseurs. Enfin, nous avons mis en évidence 
l’impact supérieur de la macération pelliculaire sur l’extractibilité des précurseurs que sur leur 
simple diffusion dans le moût 
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 Notre travail d’expérimentation de stabulation sur bourbes a été conduit en suivant un 
plus grand nombre de précurseurs récemment identifiés (les dipeptides S-conjugués et le G-
3MH-SO3) mais ne permet pas de lever les interrogations sur la genèse des thiols puisqu’aucun 
des précurseurs ne voit sa concentration augmenter au cours de la stabulation.  
Pour quantifier la teneur en thiols, nous avons montré l’importance du dosage des 
formes oxydées, les résultats des expérimentations de 2015 sont donc incomplets et à exclure 
pour l’interprétation. En ne considérant que les résultats 2016 et 2017, la stabulation sur bourbes 
n’a pas d’impact en Languedoc alors qu’elle permet une augmentation des teneurs en thiols en 
Val de Loire après le 9ème jour, confirmant les résultats des études précédentes rapportés dans 
la littérature. En l’état des connaissances, cette différence est difficilement explicable mais elle 
montre que l’effet positif de la stabulation n’est pas systématique. 
Dans la continuité de ces études, d’autres formes de précurseurs pourraient être 
envisagées pour expliquer l’augmentation des thiols dans les vins. D’autre part, il serait 
intéressant de suivre l’évolution au cours de la stabulation d’autres composés présents dans le 
moût (lipides, acides aminés, peptides, …) qui pourraient influer les rendements de conversion 
des précurseurs et favoriser la révélation des thiols variétaux. 
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 Au terme de ce manuscrit, un bilan général sur les résultats peut être dégagé. Tout 
d’abord, une étude bibliographique préliminaire, à travers notamment une revue scientifique 
relative aux mécanismes de libération des thiols variétaux dans les boissons, a permis de dresser 
un bilan sur l’état des connaissances et les enjeux de recherche sur le potentiel aromatique de 
type thiol. Les objectifs de mon travail étaient d’élucider de nouveaux précurseurs du 3MH et de 
la 4MMP, de déterminer les mécanismes d’inter-conversion des précurseurs au cours de la 
vinification, et de mettre en place des expérimentations viticoles et œnologiques à l’échelle pilote, 
afin de faire ressortir des pistes technologiques pour mieux valoriser le potentiel aromatique thiol. 
 
 Dans l’optique d’identifier et de quantifier de nouveaux précurseurs, une méthode de 
synthèse a été développée permettant d’obtenir les dipeptides S-conjugués au 3MH, à la 4MMP 
et au 3MH-SO3. Ensuite, une méthode d’analyse par UPLC-MS/MS en utilisant la dilution 
isotopique comme technique de dosage a été développée. Elle a permis l’identification et la 
quantification de 6 précurseurs, à travers d’excellentes performances analytiques et dans une 
approche haut débit. Enfin, l’analyse de moûts de Sauvignon blanc nous a permis d’identifier pour 
la première fois dans cette matrice le GluCys-3MH. 
 
 Afin de déterminer les mécanismes d’inter-conversion des précurseurs du 3MH et de la 
4MMP au cours de la FA, l’expérimentation de filiation des moûts mise en place a permis 
d’élucider deux nouveaux précurseurs : le CysGly-3MH et le GluCys-3MH. Le rôle de précurseur 
des dipeptides S-conjugués à la 4MMP a été démontré, mais leur identification dans un moût 
reste à l’étude. Ensuite, les différentes inter-conversions entre les dérivés cystéinylés S-
conjugués au 3MH et à la 4MMP ont été mises en évidence. Enfin, nous avons montré qu’il 
n’existe aucune influence significative entre deux souches de levure commerciale quant au 
rendement de conversion des glutathions S-conjugués. 
 
 Finalement, nous avons mené des expérimentations viticoles et œnologiques à l’échelle 
pilote dans deux régions françaises (Val de Loire et Languedoc) sur trois années consécutives. 
Les expérimentations viticoles nous ont permis d’étudier pour la première fois l’hétérogénéité de 
la teneur en précurseurs au sein de la grappe et au sein du cep. Quant aux expérimentations 
œnologiques (macération pelliculaire et stabulation sur bourbes à froid), elles ont permis de 
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fournir des pistes de maîtrise technologique de ces opérations, permettant une meilleure 
valorisation du potentiel thiol. 
  
 En finalité des travaux abordés durant ces trois années, différentes perspectives peuvent 
être envisagées. 
 
 Les précurseurs de thiols qui sont aujourd’hui identifiés, comprenant les dipeptides S-
conjugués, ne représentent qu’une faible partie de l’origine du 3MH ou de la 4MMP. C’est 
pourquoi, et dans la continuité des objectifs fixés, l’identification de nouveaux précurseurs 
permettrait de compléter l’origine des thiols manquants. Pour ce faire, une approche non ciblée 
permettant une étude plus exploratoire pourrait être envisagée. Une démarche adéquate serait 
tout d’abord de procéder à une purification et un fractionnement d’un moût de raisin par HPLC 
préparative. La mise en FA et/ou l’ajout d’enzymes -lyasiques sur les différentes fractions 
obtenues permettrait, après analyse des thiols, de connaître les fractions les plus riches en thiols 
variétaux. Ensuite, il serait possible à travers des analyses par UPLC-MS/MS, de rechercher dans 
les fractions riches en thiols, les composés susceptibles d’être précurseurs. Enfin, nous pourrions 
synthétiser ces composés, puis effectuer une expérimentation de filiation sur moût similaire à 
celle mise en place pendant la thèse, pour confirmer le rôle de précurseur de ces composés. 
 
 Pour mieux expliquer les faibles rendements de conversions des précurseurs (inférieurs 
à quelques pourcents), il serait intéressant de marquer la partie cystéine de la molécule, ce qui 
permettrait de suivre le devenir de la cystéine après clivage par la levure pendant la FA (Figure 
13). En complément avec les résultats obtenus par l’expérimentation de filiation sur moût, 
l’obtention des différentes molécules marquées sur la cystéine permettrait d’établir un bilan plus 
complet du devenir de la partie acide aminé après clivage par la levure. Au-delà de la 
connaissance de ces voies métabolites et de la quantification de ces composés marqués (15N-
Glutathion, 15N-GluAlaGly, 15N-GluCys, 15N-CysGly, 15N-Cystéine, 15N-GluAla, 15N-AlaGly et 
15N-Alanine), il est possible à travers des expérimentations de FA faisant intervenir différentes 
levures d’influencer, voire de favoriser les voies métabolites permettant d’obtenir les thiols 
variétaux.  
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Figure 13 | Différents clivages possibles dans la levure au cours de la FA. Exemple avec le G-3MH. 
 
En prenant l’exemple du G-3MH, il serait tout d’abord nécessaire de faire la synthèse du G-3MH 
marqué et de tous les composés susceptibles de se former après clivage par la levure (Figure 
13). Ensuite, une filiation sur moût avec l’ajout du G-3MH marqué permettrait de suivre la 
cinétique de formation et de disparition des composés ciblés au cours de la FA. Le ratio 
15N-Glutathion/15N-GluAlaGly permettrait de donner des éléments de réponses sur les clivages 
C-S préférentiels de la levure (flèche bleu ou rouge sur la Figure 12), et ainsi d’expliquer les 
faibles rendements de conversions. Cependant, et dans le but d’obtenir un bilan du devenir de la 
partie acide aminé après clivage par la levure, il est nécessaire de suivre la cinétique de formation 
et de disparition des composés marqués aussi dans la levure. En effet, les peptides sont des 
nutriments pour la levure et une partie de ces composés peuvent être biotransformés dans la 
levure sans être transportés à l’extérieur de la cellule.  
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Data are reported as follows: chemical shift (δ in ppm), multiplicity (s=singlet, d=doublet, t=triplet, 
q=quartet, br=broad, m=multiplet), integration, coupling constants (J in Hz) and assignment. 
Purifications were performed on bench flash chromatography column using silica gel (Merck 60, 
230–400 mesh) or with a Biotage instrument Isolera 4 using SNAP KP-SIL flash cartridges. 
LC/MS system consisted of a Waters Alliance 2690 HPLC, coupled to a ZQ spectrometer 
(Manchester, UK) fitted with an electrospray source operated in the positive ionization mode 
(ESI+). All the analyses were carried out using a C18 Chromolith Flash 25 x 4.6 mm column 
operated at a flow rate of 3 ml/min. A gradient of 0 to 100 % in solvent B was developed over 3 
min. Positive-ion electrospray mass spectras were acquired at a solvent flow rate of 100-200 
µL/min. Nitrogen was used for both the nebulizing and drying gas. The data were obtained in a 
scan mode ranging from 200 to 1700 m/z in 0.1 s intervals. A total of 10 scans were summed up 
to get the final spectrum. High resolution mass spectra (HRMS) were performed by the 
“Laboratoire de Mesures Physiques” of Montpellier University on a Micromass Q-Tof 
spectrometer equipped with electrospray source ionization (ESI), using phosphoric acid as an 
internal standard. 
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 CysGly-3MH 
CysGly-
4MMP 
γGluCys-
3MH 
γGluCys-
4MMP 
Matrix effect 0.99 0.52 0.96 1.11 
Linearity Linear Linear 
Linear from  
C0 to C8 
Linear 
Recovery 
Adding (g.L-1) 18 143 3 25 17 135 6 23 
TR % 91 101 92 98 101 102 100 100 
Repeatability (CV %) 5 4 4 4 
Interm. Reproduc. 
(CV %) 
4 3 3 3 
LODs (µg.L-1) 0.06 0.03 0.18 0.01 
LOQs (µg.L-1) 0.21 0.09 0.61 0.04 
Table SI-1 - Validation of an analytical method and quantification of CysGly-3MH, 
CysGly-4MMP, γGluCys-3MH, γGluCys-4MMP into Sauvignon blanc 
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γGluCys precursors identification 
N-Boc-L-glutamic acid γ-benzyl ester α-tert-butyl ester 1 
 
 
  153 
N-Boc-L-glutamic acid α-tert-butyl ester 2 
 
 
  154 
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N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cystine di-tert-butyl ester 3 
 
 
 
  156 
N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cysteine tert-butyl ester 4 
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Natural S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cysteine tert-butyl ester 5 
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Deuterated S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cysteine tert-butyl 
ester 5-d7-10 
 
  159 
 
Natural S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-(L-γ-glutamyl)-L-cysteine chloride 6 
 
  160 
 
 
 
  161 
 
 
  162 
 
  163 
Deuterated S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-(L-γ-glutamyl)-L-cysteine chloride 6-d6 
 
  164 
 
 
  165 
 
 
  166 
 
 
 
  167 
Natural S-3-(hexan-1-ol)-N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cysteine tert-butyl ester 7 
 
 
 
 
 
  168 
Deuterated S-3-(hexan-1-ol)-N-(N-Boc-L-γ-glutamyl)-L-cysteine tert-butyl ester 7-d2 
 
 
 
  169 
Natural S-3-(hexan-1-ol)-N-(-L-γ-glutamyl)-L-cysteine chloride 8 
 
 
  170 
 
 
  171 
 
  172 
 
 
 
  173 
Deuterated S-3-(hexan-1-ol)-N-(-L-γ-glutamyl)-L-cysteine chloride 8-d2 
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  175 
 
  176 
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CysGly precursors identification 
N-N’-di-Boc-L-cystinyl-glycine tert-butyl ester 9 
 
 
  178 
N-Boc-L-cysteinyl-glycine tert-butyl ester 10 
 
 
 
  179 
Natural S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-Boc-L-cysteinyl-glycine tert-butyl ester 11 
 
 
 
  180 
Deuterated S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-N-Boc-L-cysteinyl-glycine tert-butyl ester 11-d6 
 
 
 
  181 
Natural S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-L-cysteinyl-glycine chloride 12 
 
 
  182 
 
 
  183 
 
 
 
  184 
Deuterated S-4-mercapto-4-methylpentan-2-one-L-cysteinyl-glycine chloride 12-d6 
 
 
  185 
 
  186 
 
  187 
 
  188 
Natural S-3-(hexan-1-ol)-N-Boc-L-cysteinyl-glycine tert-butyl ester 13 
 
 
 
  189 
Deuterated S-3-(hexan-1-ol)-N-Boc-L-cysteinyl-glycine tert-butyl ester 13-d2 
 
 
 
  190 
Natural S-3-(hexan-1-ol)-L-cysteinyl-glycine chloride 14 
 
 
  191 
 
 
  192 
 
  193 
 
 
 
  194 
Deuterated S-3-(hexan-1-ol)-L-cysteinyl-glycine chloride 14-d2 
 
 
  195 
 
 
  196 
 
  197 
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Identification de nouveaux précurseurs de thiols variétaux dans les moûts et implication 
dans les mécanismes de révélation du potentiel aromatique. 
 
 La mise au point d’une méthode d’analyse par UPLC-MS/MS et dilution isotopique nous a permis 
d’identifier pour la première fois dans un moût le S-3-(hexan-1-ol)--glutamyl-cystéine (GluCys-3MH). 
Suite à cette découverte, l’étude des inter-conversions entre les glutathionylés, dipeptides et cystéinylés 
S-conjugués au 3-mercaptohexan-1-ol (3MH) ou à la 4-mercapto-4-méthyl-pentan-2-one (4MMP), a 
permis de mettre en évidence deux nouvelles formes de précurseurs. Le suivi de l’évolution de ces 
différents composés au cours de fermentations alcooliques à l’échelle laboratoire a permis de clarifier leur 
rôle de précurseurs et d’établir les éventuels mécanismes d’inter-conversion.  Par ailleurs, à travers 
plusieurs expérimentations viticoles et œnologiques conduites à l’échelle pilote en Languedoc et Val de 
Loire pendant trois années consécutives, des éléments nouveaux ont pu être apportés quant à l’impact 
de la maturation du raisin et son hétérogénéité, ainsi qu’à l’importance des opérations pré-fermentaires 
comme la macération pelliculaire ou la stabulation sur bourbes.  
Mots-clés : thiols variétaux, précurseurs d’arôme, 3MH, 4MMP, vinification, dilution isotopique 
 
 
Identification of new varietal thiol precursors in musts and involvement in the revelation 
mechanisms of the aromatic potential.   
 
 The development of a method using UPLC-MS/MS and stable isotope dilution assay allowed us 
to identify for the first time the S-3-(hexan-1-ol)--glutamyl-cysteine (GluCys-3MH) in musts. Following 
this discovery, the study of inter-conversions between glutathione, dipeptides and cysteine S-conjugates 
to 3-mercaptohexan-1-ol (3MH) or 4-mercapto-4-methyl-pentan-2-one (4MMP) highlighted two new forms 
of precursors. The evolution monitoring of these compounds during alcoholic fermentations at laboratory 
scale allowed us to clarify their role as precursors and to establish the possible inter-conversion 
mechanisms. In addition, through several viticultural and oenological experiments carried out at pilot scale 
in Languedoc and Val de Loire during three consecutive years, new elements could be highlighted about 
the impact of grape ripening and its heterogeneity, as well as the importance of prefermentative 
processes, such as skin maceration and must conservation on lees.  
Keywords: varietal thiols, aroma precursors, 3MH, 4MMP, winemaking, SIDA 
